
ＤＯＩ:１０ １５９７２ / ｊ ｃｎｋｉ ４３￣１５０９ / ｒ ２０１７ ０４ ００３ 基础医学

收稿日期:２０１７－０３－２３ꎻ修回日期:２０１７－０６－１２
基金项目:国家自然科学基金(编号:３１５００１５６)ꎻ湖南省卫生厅科研基金(Ｂ２０１４－０５４).
∗通讯作者ꎬＥ￣ｍａｉｌ:ｌｉｎｉ１２８３＠ １６３.ｃｏｍ.

不可分型流感嗜血杆菌脂肽 Ｐ４ 诱导气道上皮细胞
分泌黏蛋白的机制

王　 剑１ꎬ李　 旎２∗ꎬ李　 晶２ꎬ周定耕２ꎬ王　 彪２

(１.南华大学附属第一医院急诊科ꎬ衡阳 ４２１００１ꎻ２.南华大学附属第二医院急诊科)

摘　 要:　 目的　 研究不可分型流感嗜血杆菌脂肽 Ｐ４ 诱导气道上皮细胞分泌黏蛋白 ＭＵＣ５ＡＣ 的作用及机制ꎮ
　 方法　 培养人气道上皮细胞 ＮＣＩ￣Ｈ２９２ꎬ用不同浓度的 Ｐ４ 孵育细胞ꎬ检测粘蛋白 ５ＡＣ(ＭＵＣ５ＡＣ)的分泌及 ｍＲＮＡ
表达、ＲＯＳ 的产生及肿瘤坏死因子 α 转化酶(ＴＡＣＥ)的活性ꎻ分析 Ｄｕｏｘ１ ｐ４７ｐｈｏｘ和 Ｐ６７ｐｈｏｘ亚基亚细胞转位和表皮生

长因子受体(ＥＧＦＲ)的磷酸化ꎮ 　 结果 　 ０、３０、５０ 和 １００ ｎｇ / ｍＬ Ｐ４ 作用 ＮＣＩ￣Ｈ２９２ 细胞 ２４ ｈ 后ꎬ可诱导其分泌

ＭＵＣ５ＡＣ 并表达其 ｍＲＮＡꎬ并促进 ｐ４７ｐｈｏｘ和 Ｐ６７ｐｈｏｘ亚基转位至细胞膜、增高细胞内 ＲＯＳ 的含量ꎬ同时可上调 ＴＡＣＥ
的酶活性及诱导 ＥＧＦＲ 磷酸化ꎮ ＮＡＤＰＨ 氧化酶抑制剂可抑制 ＲＯＳ 产生ꎻ而 ＲＯＳ 抑制剂处理则可降低 ＴＡＣＥ 的酶

活性ꎻ沉默 ＴＡＣＥ 表达后可抑制 ＥＧＦＲ 磷酸化ꎬ而 ＥＧＦＲ 抑制剂处理可降低 ＭＵＣ５ＡＣ 分泌ꎮ 　 结论　 Ｐ４ 经 Ｄｕｏｘ１ /
ＲＯＳ / ＴＡＣＥ / ＥＧＦＲ 诱导人 ＮＣＩ￣Ｈ２９２ 细胞分泌 ＭＵＣ５ＡＣꎮ
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　 　 不 可 分 型 流 感 嗜 血 杆 菌 ( ｎｏｎｔｙｐｅａｂｌｅ
Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓꎬ ＮＴＨｉ)是定植于鼻咽和后口咽上呼吸

道的一种无荚膜革兰阴性多形杆菌ꎬ当机体免疫力

降低时ꎬ寄居于儿童鼻咽部的 ＮＴＨｉ 可通过咽鼓管

到达中耳ꎬ导致急性中耳炎[１]ꎮ 而成人则可引起慢

性支气管炎以及 ＣＯＰＤ 急性发作[２]ꎮ 因此ꎬ开展

ＮＴＨｉ 的致病机制研究ꎬ对防治 ＮＴＨｉ 的相关疾病或

并发症具有重要意义ꎮ ＮＴＨｉ 缺乏荚膜ꎬ细菌的脂蛋

白在 ＮＴＨｉ 的致病过程中发挥重要作用ꎮ Ｐ４ 蛋白是

几乎存在于所有流感嗜血杆菌菌株中(含 ＮＴＨｉ)高
度保守的一种外膜蛋白ꎮ 研究表明ꎬＰ４ 蛋白锚定于

外膜上ꎬ并在 ＮＴＨｉ 的致病过程中发挥重要作用[３]ꎮ
ＮＴＨｉ 感染后ꎬ最显著的特征是诱导呼吸道上皮细胞

过度 分 泌 黏 液ꎮ 在 气 道 黏 液 中ꎬ 黏 蛋 白 ５ＡＣ
(ＭＵＣ５ＡＣ)是主要的分泌型黏蛋白ꎬ由杯状细胞分

泌ꎬ它主要存在于气道表面上皮细胞层ꎬ在器官与主

支气管中表达较多ꎬ而在细支气管( <１ｍｍ)以及肺

上皮细胞中无表达[４]ꎮ 黏蛋白作为固有免疫系统

的一道非特异性屏障ꎬ在维持气道功能等方面发挥

重要作用[５]ꎮ 但在某些病理条件ꎬ黏液的过度分泌

可引起呼吸道管腔阻塞、引发严重的气流受限ꎬ从而

导致呼吸道反复感染[６]ꎮ 研究证实ꎬＮＴＨｉ 感染机体

后可上调气道上皮细胞分泌 ＭＵＣ５ＡＣꎬ从而参与与

支气管哮喘和 ＣＯＰＤ 急性发作ꎮ 但这些研究多局限

于以 ＮＴＨｉ 为整体作为研究对象ꎬ而对于 ＮＴＨｉ 菌体

上的外膜蛋白在 ＭＵＣ５ＡＣ 的分泌中发挥何种作用

目前尚不明确ꎮ 本研究旨在观察 ＮＴＨｉ 膜脂蛋白 Ｐ４
对 ＭＵＣ５ＡＣ 分泌有无影响ꎬ并初步探讨其机制ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 主要实验材料　 　 ＮＴＨｉ 脂肽 Ｐ４ 购自德国 Ｍｉ￣
ｃｒｏｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎｓ ꎬ ＭＵＣ５ＡＣ ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒购自

Ｒ＆Ｄ Ｓｙｓｔｅｍｓꎮ 鼠抗人表皮生长因子受体(ＥＧＦＲ)
抗体(磷酸化及非磷酸化)购自 Ｃｅｌｌ ｓｉｇｎａｌｉｎｇꎮ Ａｐｏ￣
ｃｙｎｉｎ、 ＡＧ１４７８ 购 自 Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍꎮ 二 亚 苯 基 碘

(ＤＰＩ)、Ｎ￣乙酰￣半胱氨酸(ＮＡＣ)、２′ꎬ７′￣二氯二氢荧

光黄二乙酸酯(Ｈ２ＤＣＦＤＡ)以及肿瘤坏死因子 α 转

化酶 ( ＴＡＣＥ ) 抑 制 剂 ＴＡＰＩ 购 自 Ｓｉｇｍａ￣Ａｄｒｉｃｈꎮ
ＴＡＣＥ 活 性 检 测 试 剂 盒 购 自 Ａｎａｓｐｅｃꎮ 鼠 抗 人

ｐ４７ｐｈｏｘ及兔抗人 ｐ６７ｐｈｏｘ抗体ꎬ鼠抗人 β￣ａｃｔｉｎ 抗体以

及 ＨＲＰ 标记兔抗鼠 ＩｇＧ 抗体购自 Ｓａｎｔａ ＣｒｕｚꎬＤｕｏｘ１
和 ＴＡＣＥ ｓｉＲＮＡ 由广州 ＲｉｂｏＢｉｏ Ｃｏ.Ｌｔｄ 合成ꎮ

１.２　 细胞培养　 　 人气道上皮细胞ＮＣＩ￣Ｈ２９２ (ＡＴＣＣꎬ
ＭａｎａｓｓａｓꎬＶＡ)采用含有 １０％胎牛血清ꎬ１％葡萄糖ꎬ１％
谷氨酰胺ꎬ１００ Ｕ/ ｍＬ 青霉素和１００ μｇ / ｍＬ链霉素的

ＲＰＭＩ￣１６４０ 基中ꎬ置于含 ５％ ＣＯ２ 的恒温培养箱中 ３７℃
条件下培养ꎮ
１.３　 实时定量 ＰＣＲ　 　 采用 ＧＥ 公司提供的试剂

盒提取细胞总 ＲＮＡ ( ＲＮＡ Ｓｐｉｎ Ｍｉｎｉ ＲＮＡｉｓｏｌａｔｉｏｎ
ｋｉｔｓꎬＢｕｃｋｋｉｎｇｈａｍｓｈｉｒｅꎬＵＫ)ꎬ随后获取 １μｇ ＲＮＡ 将

其逆转录为 ｃＤＮＡꎮ 将 ｃＤＮＡ、ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ、 引 物 等 反 应 体 系 置 于 实 时 定 量 ＰＣＲ 仪

(Ｃｈｒｏｍｏ４ꎬＢｉｏ￣Ｒａｄ)上对基因进行扩增ꎮ 扩增条件

为:９５ ℃ ５ ｍｉｎꎬ随后进入 ４０ 个循环:９５ ℃ ３０ ｓꎬ
５５ ℃ ３０ ｓꎬ７２ ℃ ３０ ｓꎮ 本文所用的引物为:５′￣ＣＣＴ￣
ＴＣＧＡＣＧＧＡＣＡＧＡＧＣＴＡＣ￣３′(正向)和 ５′￣ＴＣＴＣＧＧＴ￣
ＧＡＣＡＡＣＡＣＧＡＡＡＧ ￣３′ (反向)ꎻＧＡＰＤＨ:５′￣ＣＡＡＴ￣
ＧＡＣＣＣＣＴＴＣＡＴＴＧＡＣＣ￣３′ (正向)和 ５′￣ＧＡＴＣＴＣＧＣＴ
ＣＣＴＧＧＡＡＧＡＴＧ￣３′ꎮ 根据靶基因与内参 ＧＡＰＤＨ 的

ΔＣｔ 值计算 ＭＵＣ５ＡＣ 的相对表达倍数ꎮ
１.４　 ＥＬＩＳＡ　 　 细胞处理结束后ꎬ获取 ＮＣＩ￣Ｈ２９２ 细

胞测定其分泌至培养上清中的 ＭＵＣ５ＡＣ 浓度ꎬ其检

测方法按照试剂盒提供的双抗体夹心法进行ꎬ最后

根据标准曲线计算 ＭＵＣ５ＡＣ 的总量ꎮ
１.５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ　 　 按照参考文献提供的方法提

取细胞膜蛋白[７]ꎬ即ꎬ将细胞重悬浮于含有蛋白酶

抑制剂的 ｒｅｌａｘａｔｉｏｎ ｂｕｆｆｅｒ 中 (１００ ｍＭ ＫＣｌ、３ ｍＭ
ＮａＣｌ、３. ５ ｍＭ ＭｇＣｌ２、１ ｍＭ ＥＧＴＡ、１０ ｍＭ Ｈｅｐｅｓ、
０.５ ｍＭ ｐｈｅｎｙｌｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｎｙｌ ｆｌｕｏｒｉｄｅ)ꎮ 经超声破碎

后ꎬ４ ℃ ６００×ｇ 离心 １０ ｍｉｎ 以去除细胞核即未破碎

细胞. 获取上清液后 ４ ℃ １００ꎬ ０００ × ｇ 超速离心

３０ ｍｉｎꎬ继续用 ｒｅｌａｘａｔｉｏｎ ｂｕｆｆｅｒ 重悬浮沉淀并充分

震荡后再次 ４ ℃１００ꎬ０００×ｇ 超速离心 ３０ ｍｉｎꎬ上清

即为细胞膜成分ꎮ 细胞总蛋白的提取按参考文献提

供的方法进行[８]ꎮ 所获取的膜蛋白或总蛋白通过

测定其浓度后ꎬ获取 ５０ μｇ 蛋白在 １２％浓度的分离

胶中进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥꎬ电泳结束后将其转印至硝酸

纤维素膜上ꎬ并用 ５％牛血清白蛋白室温封闭 ２ ｈꎬ
最后分别加入相应一抗以及二抗ꎬ化学发光、显影

(Ａｍｅｒｓｈａｍ ＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅꎬＮＪꎬＵＳＡ)ꎮ
１.６　 分子探针检测 ＲＯＳ 产生　 　 ＮＣＩ￣Ｈ２９２ 细胞处

理完毕后ꎬＰＢＳ 洗涤 １ 次ꎬ随后加入 Ｈ２ＤＣＦＤＡ 染液

(５ μｍｏｌ / Ｌ)室温下避光孵育 ３０ｍｉｎꎬ每隔 １０ｍｉｎ 轻

微震荡 １ 次ꎬ使探针和细胞充分作用ꎮ 孵育结束后

８００ ｒｐｍ 离心洗涤 ３ 次以去除未结合的残余的探针ꎮ

６３３ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｅｎｔｒａｌ Ｓｏｕｔｈ ＣｈｉｎａꎬＪｕｌｙ ２０１７ꎬＶｏｌ.４５ꎬＮｏ.４



在荧光酶标仪(Ｓｙｎｅｒｇｙ ＨＴꎬＢｉｏ￣Ｔｅｃ)下测定细胞内

的荧光强度ꎬ并计算其荧光相对强度 (激发波长

４８５ ｎｍꎬ发射波长 ５３０ ｎｍ)ꎮ
１.７ 　 转染与 ＲＮＡ 干扰 　 　 将约 １０５ 个 ＮＣＩ￣Ｈ２９２
细胞接种于 ６ 孔板中过夜培养ꎮ 随后按照厂家提供

的 实 验 步 骤 加 入 终 浓 度 为 １０ｎｍｏｌ / Ｌ 的

Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ＲＮＡｉＭａｘ ( Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ) 试剂将 ｓｉＲＮＡ
转染至细胞中ꎮ 本研究所用的 ｓｉＲＮＡ 按照参考文

献提供的序列合成[７]ꎬ其中 Ｄｕｏｘ１ 的干扰序列为:
５′￣ＧＧＡＣＵＵＡＵＣＣＵＧＧＣＵＡＧＡＧＴＴ￣３′ ( 正 义 链 ) 和

５′￣ＣＵＣＵＡＧＣＣＡＧＧＡＵＡＡＧＵＣＣＴＧ￣３′ ( 反 义 链 )ꎻ
ＴＡＣＥ 的干扰序列为: ５′￣ＧＧＵＵＵＵＡＡＡＧＧＣＵＡＵＧ￣
ＧＡＡＴＴ￣３′ ( 正 义 链 ) 和 ５′￣ＵＵＣＣＡＵＡＧＣＣＵＵＵ￣
ＡＡＡＡＣＣＴＧ￣３′(反义链)ꎮ
１.８　 ＴＡＣＥ 活性分析　 　 采用荧光共振能量转移法

间接测定 ＴＡＣＥ 的酶活性ꎬ其步骤按照试剂盒的方

法进行ꎮ 在该试剂盒中提供了一种底物 ＱＸＬＴＭ５２０ /
５￣ＦＡＭꎬＴＡＣＥ 能特异性切割该底物ꎬ从而使荧光分

子 ５￣ＦＡＭ 无法被 ＱＸＬＴＭ ５２０ 淬灭ꎬ其荧光强度与

ＴＡＣＥ 的活性成正比ꎬ通过测定器荧光强度间接测

定 ＴＡＣＥ 的 活 性 ( 激 发 波 长 ４９０ｎｍꎬ 发 射 波 长

５２０ｎｍ)ꎬ结果以相对活性表示ꎮ
１.９　 统计学方法　 　 所有计量资料以均数±标准差

表示ꎬ并使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｚｍ ６.０ 统计软件(Ｓａｎ Ｄｉ￣
ｅｇｏꎬＣＡ)分析数据ꎬ组间比较采用单因素方差分析ꎬ
Ｐ<０.０５ 为差异具有统计学意义ꎮ

２　 结　 　 果

２.１　 ＮＴＨｉ Ｐ４ 对 ＮＣＩ￣Ｈ２９２ 细胞分泌表达 ＭＵＣ５ＡＣ
的影响 　 　 ＥＬＩＳＡ 结果显示ꎬ 阳性对照组采用

５ ｎｇ / ｍＬ ＬＰＳ 处理后ꎬＭＵＣ５ＡＣ 分泌水平较高ꎮ 而

用不同浓度脂肽 Ｐ４ 处理后ꎬ随着 Ｐ４ 浓度的递增ꎬ
ＭＵＣ５ＡＣ 分 泌 水 平 逐 渐 增 多ꎬ 当 Ｐ４ 浓 度 为

１００ ｎｇ / ｍＬ时ꎬＭＵＣ５ＡＣ 高达(４３９.６５±１８.５７)ｎｇ / ｍＬ
(图 １Ａ)ꎮ 实时定量 ＰＣＲ 也显示:不同浓度的 Ｐ４ 脂

肽处理细胞后ꎬ对 ＭＵＣ５ＡＣ ｍＲＮＡ 的诱导情况有所

不同ꎬ随着 Ｐ４ 浓度的递增ꎬＭＵＣ５ＡＣ ｍＲＮＡ 的表达

水平逐渐增多(图 １Ｂ)ꎮ
２.２　 Ｄｕｏｘ１ / ＲＯＳ 参与 ＭＵＣ５ＡＣ 分泌 　 　 图 ２Ａ 所

示ꎬ３０~５０ ｎｇ / ｍＬ Ｐ４ 处理后可显著诱导提高细胞内

ＲＯＳ 水平(图 ２Ａ)ꎬ也可明显促进 ＮＯＸ 酶体(催化

ＲＯＳ 产生的关键酶)的 ｐ４７ｐｈｏｘ和 ｐ６７ｐｈｏｘ亚基从细胞

图 １　 不同浓度 Ｐ４ 诱导 ＮＣＩ￣Ｈ２９２ 细胞

表达分泌 ＭＵＣ５ＡＣ 的影响

Ａ:细胞分泌 ＭＵＣ５ＡＣ 蛋白ꎻＢ:细胞表达 ｍＲＮＡꎮ
与阴性对照组(０ ｎｇ / ｍＬ)相比ꎬ∗Ｐ<０.０５ꎬ∗∗:Ｐ<０.０１ꎮ

浆转位至细胞膜(图 ２Ｂ)ꎬ表明 Ｐ４ 可激活 ＮＯＸꎮ 而

采用 １ｍｍｏｌ / Ｌ ＮＯＸ 抑制剂(抑制 ＮＯＸ 酶体组装)
Ａｐｏｃｙｎｉｎ 处理后ꎬ可显著抑制 ｐ４７ｐｈｏｘ和 ｐ６７ｐｈｏｘ的转

位以及 ＲＯＳ 的产生(图 ２Ａ、Ｂ)ꎮ 而采用 ｓｉＲＮＡ 干扰

Ｄｕｏｘ１(ＮＯＸ 亚型)表达后ꎬＮＣＩ￣Ｈ２９２ 细胞中 ＲＯＳ
的水平明显减少(图 ２Ｃ)ꎬ同时伴有 ＭＵＣ５ＡＣ 的降

低(图 ２Ｄ)ꎬ表明 Ｐ４ 诱导 ＲＯＳ 产生以及 ＭＵＣ５ＡＣ
分泌与激活 ＮＯＸ 家族中 Ｄｕｏｘ１ 有关ꎮ 此外ꎬ采用

ＲＯＳ 抑制剂 ＮＡＣ 预处理细胞后ꎬ发现 ＭＵＣ５ＡＣ 的

分泌显著降低(图 ２Ｅ)ꎬ表明 ＭＵＣ５ＡＣ 分泌受 ＲＯＳ
调控ꎮ
２.３ 　 Ｐ４ 经 ＲＯＳ 增强 ＴＡＣＥ 活性 　 　 用不同浓度

Ｐ４ 处理 ＮＣＩ￣Ｈ２９２ 细胞 ３０ ｍｉｎ 后ꎬ结果显示ꎬ随着

Ｐ４ 浓度的递增ꎬＴＡＣＥ 的酶活性逐渐增高ꎬ当 Ｐ４ 浓

度为 １００ ｎｇ / ｍＬ 时ꎬＴＡＣＥ 的酶活性增加了 ２.５１ 倍

(图 ３Ａ)ꎮ 而采用 ｓｉＲＮＡ 干扰 Ｄｕｏｘ１ 表达后ꎬＴＡＣＥ
的酶活性明显降低(图 ３Ｂ)ꎮ 此外ꎬ采用不同浓度

ＲＯＳ 抑制剂 ＮＡＣ 预处后也得到了类似的结果(图
３Ｃ)ꎮ 而采用 ＴＡＣＥ ｓｉＲＮＡ 处理后ꎬ可明显抑制 Ｐ４
诱导 ＭＵＣ５ＡＣ 的分泌(图 ３Ｄ)ꎮ
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图 ２　 Ｄｕｏｘ１ / ＲＯＳ 通路在介导 ＭＵＣ５ＡＣ 分泌中的影响

Ａ:Ａｐｏｃｙｎｉｎ 对 Ｐ４ 处理后 ＲＯＳ 含量的影响ꎮ 与 ０ ｎｇ / ｍＬ Ｐ４ 组相比ꎬ∗:Ｐ<０.０５ꎬ与 １００ ｎｇ / ｍＬ Ｐ４ 组相比ꎬ＃:Ｐ<０.０５ꎻ

Ｂ:Ｐ４ 对 ＮＣＩ￣Ｈ２９２ 细胞膜上 ｐ４７ｐｈｏｘ和 Ｐ６７ｐｈｏｘ表达的影响ꎬ同时采用 Ｇα 蛋白(Ｇαｓ)作为内参ꎻＣ:干扰 Ｄｕｏｘ１ 表达后对 ＲＯＳ 或 ＭＵＣ５ＡＣ
分泌的影响ꎬ与对照 ｓｉＲＮＡ(ｓｃｒａｍｂｌｅｄ ｓｉＲＮＡꎬｓｃｒｂ)组相比ꎬ∗:Ｐ<０.０５ꎬ∗∗:Ｐ<０.０１ꎻＤｕｏｘｉ ｓｉＲＮＡ(Ｄ)或 ＲＯＳ 抑制剂 ＮＡＣ(Ｅ)对 ＭＵＣ５ＡＣ

分泌的影响ꎮ 与 ０ ｎｇ / ｍＬ Ｐ４ 组相比ꎬ∗∗:Ｐ<０.０１ꎬ与 １００ ｎｇ / ｍＬ Ｐ４ 组相比ꎬ＃:Ｐ<０.０５ꎮ

图 ３　 Ｐ４ 经 ＲＯＳ / ＴＡＣＥ 诱导 ＭＵＣ５ＡＣ 分泌

Ａ:不同浓度 Ｐ４ 对细胞上清中 ＴＡＣＥ 酶活性的影响ꎮ 与阴性对照组(０ ｎｇ / ｍＬ)相比ꎬ∗:Ｐ<０.０５ꎻ
Ｂ:ＮＣＩ￣Ｈ２９２ 细胞转染 Ｄｕｏｘ１ ｓｉＲＮＡ 后对 ＴＡＣＥ 酶活性变化的影响ꎮ 与 ｓｃｒｂ 组相比ꎬ∗:Ｐ<０.０５ꎬ与 １００ ｎｇ / ｍＬ Ｐ４＋ｓｃｒｂ 组相比ꎬ＃:Ｐ<０.０５ꎻ
Ｃ:不同浓度 ＲＯＳ 抑制剂 ＮＡＣ 对 ＴＡＣＥ 的酶活性的影响ꎬ与阴性对照组(０ ｎｇ / ｍＬ)相比ꎬ∗:Ｐ<０.０５ꎻ与 １００ ｎｇ / ｍＬ Ｐ４ 组相比ꎬ＃:Ｐ<０.０５ꎮ

Ｄ:转染 ＴＡＣＥ ｓｉＲＮＡ 后对 ＴＡＣＥ 酶活性变化的影响ꎮ 与 ｓｃｒｂ 组相比ꎬ∗∗:Ｐ<０.０１ꎬ与 １００ ｎｇ / ｍＬ Ｐ４＋ｓｃｒｂ 组相比ꎬ＃:Ｐ<０.０５ꎮ

８３３ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｅｎｔｒａｌ Ｓｏｕｔｈ ＣｈｉｎａꎬＪｕｌｙ ２０１７ꎬＶｏｌ.４５ꎬＮｏ.４



２.４　 Ｐ４ 诱导 ＭＵＣ５ＡＣ 分泌与 ＥＧＦＲ 激活有关　 　
不同浓度 Ｐ４ 刺激鼻黏膜细胞 ０~１ ｈꎬ细胞内磷酸化

ＥＧＦＲ 含量显著增多ꎬ３０~６０ ｍｉｎ 后达到峰值ꎮ 而采

用 １０ μｍｏｌ / Ｌ ＴＡＣＥ 抑制剂 ＴＡＰＩ 处理后ꎬＥＧＦＲ 磷酸

化水平明显受到抑制(图 ４Ａ)ꎬ而采用 ５ μｇ / ｍＬ ＥＧＦＲ
中和抗体预处理细胞 ３０ ｍｉｎ 后ꎬ结果发现可显著下

调 ＭＵＣ５ＡＣ 的水平(图 ４Ｂ)ꎬ此外ꎬＥＧＦＲ 抑制剂 ＡＧ￣
１４７８ 处理(１０ μｍｏｌ / Ｌ)也得到了类似结果(图 ４Ｃ)ꎬ
以上结果表明 ＥＧＦＲ 的激活与 ＭＵＣ５ＡＣ 分泌有关ꎮ

图 ４　 Ｐ４ 诱导 ＭＵＣ５ＡＣ 分泌与 ＥＧＦＲ 激活有关

Ａ:Ｐ４ 刺激对 ＥＧＦＲ 的磷酸化的影响ꎻＢ:ＥＧＦＲ 中和抗体对细胞上清

中 ＭＵＣ５ＡＣ 含量的影响ꎮ 与 ０ ｎｇ / ｍＬ Ｐ４ 组相比ꎬ∗∗:Ｐ< ０.０１ꎬ与
１００ ｎｇ / ｍＬ Ｐ４ 组相比ꎬ ＃: Ｐ < ０. ０５ꎮ Ｃ: ＥＧＦＲ 抑制剂 ＡＧ￣１４７８ 对

ＭＵＣ５ＡＣ 分泌的影响ꎮ 与 ０ ｎｇ / ｍＬ Ｐ４ 组相比ꎬ∗∗: Ｐ < ０. ０１ꎬ与

１００ ｎｇ / ｍＬ Ｐ４ 组相比ꎬ＃:Ｐ<０.０５ꎮ

３　 讨　 　 论

研究 ＮＴＨｉ 与宿主免疫系统相互作用ꎬ直接采

用活菌感染细胞或提取其细胞膜成分作用于细胞更

真实接近体内的实际情况ꎬ而本研究采用 Ｐ４ 脂肽

代替ꎬ其主要原因有两方面:第一ꎬＮＴＨｉ 在细胞培养

基内生长速度和细胞生长速度不一致ꎬ难以控制感

染复数ꎮ 第二ꎬ提取细胞膜成分时ꎬ涉及到 ＮＴＨｉ 的
培养和去垢剂使用等多个环节ꎬ大大增加了内毒素

污染的几率[９]ꎮ 而气道上皮细胞本身对内毒素非

常敏感ꎬ一旦膜脂蛋白中混有内毒素ꎬ很难用常规手

段去除[９]ꎮ 由于细菌膜脂蛋白发挥免疫刺激活性

主要取决于其 Ｎ 末端的 Ｐａｍ３￣Ｃｙｓ 结构而非氨基酸

序列ꎬ而基于其 Ｎ 端通用结构人工合成的 Ｐ４ 具有

几乎所有膜脂蛋白的致炎活性[１０]ꎬ因此可作为

ＮＴＨｉ 膜脂蛋白的替代品而被本研究所采用ꎮ
调控 ＭＵＣ５ＡＣ 分泌的分子众多ꎬ但不同的刺激

因素所激活的信号通路有所不同ꎮ ＥＧＦＲ 是一种跨

膜型酪氨酸激酶ꎬ分子量 １７０ ＫＤꎮ 其胞外区可与多

种配体结合ꎬ随后可由单体转化为二聚体ꎬ其胞内区

具有激酶活性ꎬ可诱导下游多种底物磷酸化ꎮ 本研

究也证实ꎬＮＣＩ￣Ｈ２９２ 细胞在静息状态下ꎬＥＧＦＲ 磷

酸化水平极低ꎬ而给予 １００ ｎｇ / ｍＬ Ｐ４ 作用 ３０ ｍｉｎ 后

即可诱导 ＥＧＦＲ 磷酸化ꎬ并持续至 ２ｈ 以上ꎮ 随后采

用 ＥＧＦＲ 激酶抑制剂 ＡＧ１４７８ 处理ꎬ或者采用 ＥＧＦＲ
特异性中和抗体封闭其受体表位后ꎬＭＵＣ５ＡＣ 的产

生均受到明显抑制ꎮ 这说明 ＥＧＦＲ 信号通路参与了

Ｐ４ 作用后 ＭＵＣ５ＡＣ 的表达ꎬ且该过程依赖于配体

和 ＥＧＦＲ 的结合ꎮ
ＥＧＦＲ 与相应的配体(如 ＴＧＦ￣α)结合后ꎬ可活

化其胞内区域促进 ＭＵＣ５ＡＣ 分泌ꎮ 研究表明ꎬ香烟

提取物、革兰阴性细菌的 ＬＰＳ 都是通过这种机制激

活 ＥＧＦＲ 诱导黏蛋白 ＭＵＣ５ＡＣ 表达上调[１１]ꎮ ＥＧＦＲ
常见的配体分子包括双向调节蛋白、表皮调节素、肝
素结合生长因子和 ＴＧＦ￣α 等ꎮ 在这一过程中ꎬ
ＴＡＣＥ 发挥了关键作用ꎮ ＴＡＣＥ 属于金属水解蛋白

家族的膜结合型整合素样金属蛋白酶ꎬ它可促进前

体 ＴＧＦ￣α 分子的成熟ꎬ后者随后可与 ＥＧＦＲ 通过配

体—受体相互作用而诱导 ＥＧＦＲ 磷酸化[１２]ꎮ 本研

究当中ꎬ我们也发现 Ｐ４ 作用 ＮＣＩ￣Ｈ２９２ 细胞 ３０ｍｉｎ
后即可增高 ＴＡＣＥ 的酶活性ꎬ而采用 ＴＡＣＥ ｓｉＲＮＡ
处理后ꎬ可明显抑制 Ｐ４ 诱导 ＭＵＣ５ＡＣ 的分泌ꎬ此
外ꎬＴＡＣＥ 抑制剂 ＴＡＰＩ 处理后也能抑制 ＥＧＦＲ 的磷

酸化ꎬ这表明 Ｐ４ 通过 ＴＡＣＥ / ＥＧＦＲ 促进 ＭＵＣ５ＡＣ
的分泌ꎮ

本研究证实ꎬＰ４ 处理后 ３０ｍｉｎ 后ꎬ即可显著上
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调细胞内 ＲＯＳ 的水平ꎬ采用 ＲＯＳ 抑制剂处理后ꎬ
ＴＡＣＥ 活性明显降低ꎬ这表明 ＴＡＣＥ 上游的激活有

赖于 ＲＯＳ 的产生ꎮ 而 ＲＯＳ 的产生又受 ＮＯＸ 家族蛋

白 Ｄｕｏｘ 的调控ꎮ Ｄｕｏｘ 由一个膜结合细胞色素

ｂ５５８ꎬｇｐ９１ｐｈｏｘ 和 ｐ２２ｐｈｏｘ 以及 ４ 个胞浆成分 ｐ４７ｐｈｏｘꎬ
ｐ６７ｐｈｏｘꎬｐ４０ｐｈｏｘ和 Ｒａｃ１ / ２ 组成ꎬ其中 ｇｐ９１ｐｈｏｘ 是其催

化核心部分ꎬ有研究表明ꎬ Ｄｕｏｘ１ 在 ＬＰＳ 诱导的

ＭＵＣ５ＡＣ 分泌中发挥重要作用[１３]ꎮ 本研究也发现ꎬ
Ｐ４ 处理 ＮＣＩ￣Ｈ２９２ 细胞后可促进 Ｄｕｏｘ１ 的装配ꎬ即
ｐ４７ ｐｈｏｘ和 ｐ６７ｐｈｏｘ转位至细胞膜上ꎬ从与 ｇｐ９１ｐｈｏｘ等而

形成具有催化功能的酶复合体ꎮ 而采用 ｓｉＲＮＡ 沉

默其表达ꎬ或采用抑制 ＮＯＸ 酶体组装的抑制剂

Ａｐｏｃｙｎｉｎ 处理后ꎬＲＯＳ 的分泌以及 ＭＵＣ５ＡＣ 的产生

明显减少ꎬ以上结果表明 Ｐ４ 诱导 ＭＵＣ５ＡＣ 的分泌

受 Ｄｕｏｘ１ / ＲＯＳ / ＴＡＣＥ 通路的调控ꎮ
总之ꎬ本研究证实 Ｐ４ 可诱导气道上皮细胞分

泌 ＭＵＣ５ＡＣꎮ 这表明 ＮＴＨｉ 感染后ꎬ可能通过促进

ＭＵＣ５ＡＣ 的过度分泌而加重某些阻塞性疾病的病

情ꎮ 若气道内炎症状态持续存在ꎬ黏液合成进一步

增多ꎬ随后又有利于病原菌定植ꎬ从而形成恶性循

环ꎬ加速病情恶化[１４]ꎮ 既然 Ｐ４ 脂肽在 ＮＴＨｉ 中发

挥重要作用ꎬ同时 Ｐ４ 也具备了良好的免疫原性与

抗原性ꎬ并且在疫苗的研制当中体现出了良好的效

果[１５]ꎬ从这种意义上讲ꎬ以 Ｐ４ 为分子靶标的药物开

发ꎬ有望为 ＮＴＨｉ 感染后的防控提供新的思路ꎮ
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