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目的
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探讨机械力刺激对人肺泡上皮
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细胞
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氨基末端激酶'促分裂原活化蛋白激酶 "
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$表达

的影响%方法
!

建立离体的
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细胞机械刺激模型+分别以大小为
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的张应力或压应力刺激细胞!在刺激前和刺激

后
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时间点进行观察!共
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组!每组
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皿细胞%采用
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检测机械刺激后细胞内磷酸化
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蛋白&总
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蛋白的表达变化%结果
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细胞经机械力刺激后!磷酸化
bdc

'

76Uc

蛋白水平增加%张应力组在
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时间点增加最明显!压应力组在
$C;#,

时间点最明显%之后随着机械刺激时间延长!张应力和压应力刺激组的磷酸化
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蛋白水平均出现下降!在
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时下降至基线水平%结论
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张应力或压应力刺激!均激活
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提示
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通路可能参与了机械力诱导的
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细胞信号转导%
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呼吸机诱导的肺损伤是机械通气最直接的危害)为了提

高机械通气救治率#减少患者死亡#众多研究试图阐明呼吸机

诱导肺损伤的相关机制'
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)国外研究发现机械力可引起肺上

皮细胞释放炎症介质#产生活性氧簇#引起细胞增殖#导致细胞

骨架蛋白改变等'
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#而国内鲜有这方面的报道)
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&家族中

重要的信号传导因子#是否参与了肺细胞力信号的转导并不清

楚)因此#本课题组在前期研究基础上'
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#观察机械力刺激

人肺泡上皮
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蛋白的表达变化)
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材料与方法
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材料
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细胞株$美国标准生物品收藏中心&%
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细胞培养基和
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的小牛血清$美国
9V>3=

公司&%聚氟乙烯膜
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膜#美国
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公司&%兔抗人
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多克隆抗体*兔抗

人磷酸化
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抗体*兔抗人
"

.<JH#,

多克隆抗体$美国
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细胞培养
!
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细胞培养于含
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小牛血清的
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空气&)

当细胞生长密度约
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时#用胰酶消化传代)按
1a$%

C

"

A

的

细胞密度接种于加力板上#然后放入培养皿#于孵箱中继续培

养
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)加力前用无血清培养基孵育细胞过夜#使细胞同

步化)
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试验分组
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根据机械力的不同#试验分张应力试验和

压应力试验)张应力试验设
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压应力试验设
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刺激也是
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组)每组
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皿

细胞)
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建立离体细胞刺激力学模型
!

分别以大小为
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的张应力和压应力刺激
6C0(

细胞#在刺激后
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时间点进行观察%
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刺激组行伪暴露)
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法检测蛋白表达
!

按文献'

$%.$$

(方法提

取细胞总蛋白*蛋白定量#

O:+H:M,R@"H

法检测蛋白表达)弃

上清液#加入细胞裂解液后再用超声裂解仪破碎#
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低温离
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重庆医学
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心分装样本#然后蛋白浓度测定)

$%B

十二烷基硫酸钠
.

聚丙

烯酰胺凝胶$

W5W.U698

&电泳#上样前加变性剂)电泳完毕后

切胶#蛋白电泳转移到
Û 5X

膜上#

CB

脱脂奶粉封闭#过夜)

以三羟甲基氨基甲烷$

4>W4

&缓冲液漂洗#加一抗
$k$%%%

#
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孵育
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#如前漂洗)再加入辣根过氧化酶标记的二抗$抗兔

$kC%%%

&#再孵育
)%;#,

#再
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漂洗
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次)加入显色剂#

暗室曝光#见到显色后终止反应#清水冲洗)用
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分

析系统对条带灰度值测定)
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统计学处理
!

采用
WUWW$$&%

统计软件#计量资料用

/_B

表示#组间比较采用单因素方差分析#组间两两比较用
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法#检验水准
!
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#以
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%&%C

为差异有统计学

意义)
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结
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果

%;#,

时经机械应力伪刺激有低水平的
bdc

磷酸化阳性反

应#张应力组
%;#,

时为
%&C)_%&$1

#压应力组
%;#,

时
%&)1_

%&11

)随着应力刺激开始#
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蛋白磷酸化出现变化趋

势)张应力刺激
C;#,

时为
%&-$_%&$-

#
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"
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蛋白磷酸

化表达增多#但和
%;#,

时间点相比较差异无统计学意义$

@
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%&%C

&)随着时间的延长#
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蛋白磷酸化表达呈上升

趋势)张应力组
$C;#,

时为
$&%'_%&1$

#磷酸化
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和
%;#,

时$

%&C)_%&$1

&比较差异有统计学意义$

@
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%&%C

&)张应力

组
'%;#,

时间点磷酸化
bdc

条带灰度值最高#至
)%;#,

磷酸

化水平又明显减少#接近刺激前水平)压应力组刺激
C;#,

时

为
%&(/_%&'%

#
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蛋白磷酸化表达增多和
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时
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&比较差异有统计学意义$
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&)压应力组
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时为
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#磷酸化
bdc

水平表达最高#和
%;#,

时

比较差异有统计学意义$

@

$

%&%C

&)压应力组
'%;#,

时磷酸化

bdc

水平开始下降#在压应力组
)%;#,

时磷酸化
bdc

水平接近

机械刺激前水平#见图
$

)

图
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机械张应力和压应力刺激
6C0(

细胞后不同时间点

磷酸化
bdc

'总
bdc

'内参
"

.<JH#,

的表达

B

!

讨
!!

论

!!

体外培养细胞然后施加机械应力刺激的力学模型是目前

较为新颖的研究方式#已经应用于呼吸领域'

$1

(

)肺泡上皮细

胞在受到机械力刺激后#胞内钙离子浓度出现变化#肌动蛋白

丝聚合等#并引发了后续细胞内一系列信号转导'

$'

(

)

bdc

广

泛存在于真核细胞中#介导机体细胞的生长*分化*分裂*死亡

等多种生物学行为#是细胞信息传递的枢纽)

bdc

位于细胞

质#相对分子质量为
0)a$%

' 和
C0a$%

'

#通过苏氨酸和酪氨酸

残基羟基侧链的双重磷酸化而被激活)

bdc

蛋白激酶有
'

个

基因编码!

bdc$

*

bdc1

和
bdc'

)

bdc$

和
bdc1

基因在全身

广泛表达#主要在生物学和病理过程中发挥作用)多种细胞外

信号如热损伤*紫外线*渗透压改变*放射线*炎性信号因子*氧

自由基*休克等均可激活
bdc

"

76Uc

信号通路'

$0

(

)研究发

现机械牵拉刺激可活化
bdc

"

76Uc

信号通路#促进心肌细胞

增生'

$C

(

)而关于机械牵拉刺激肺上皮细胞是否能激活其
bdc

76Uc

信号通路目前尚未见详细研究)

本课题组应用
0

点加力装置#通过免疫印迹法观察机械应

力刺激肺上皮
6C0(

细胞内
bdc

信号通路的活化情况)该
0

点加力装置#可以分别提供张应力和压应力)本研究观察到
%

;#,

时经机械应力伪刺激仍然有低水平的
bdc

磷酸化阳性反

应#说明正常情况下的
6C0(

细胞有一定量的
bdc

磷酸化本

底)通过不同类型的应力刺激#观察细胞内的信号因子的变化

情况)本研究发现#不论哪种应力刺激#

6C0(

细胞受到机械应

力作用后#细胞内的磷酸化
bdc

水平均有增高#并有一定的时

间变化规律#提示
bdc

可能参与了
6C0(

细胞内的机械应力

信号转导)研究观察到#随时间进一步推移#

bdc

磷酸化程度

反而有所下降)推测产生上述变化的原因可能是由于刺激时

间过长以后#力传导因子如离子通道或细胞骨架产生耐受#在

一定不应期内对持续的应力不再起反应#使得细胞内后续生物

化学反应停止#中断了机械力信号向胞内传导#而原本激活的

bdc

已被磷酸酯酶去磷酸化失活所致)

总之#本试验对机械力刺激肺
6C0(

细胞的
bdc

蛋白表

达变化进行了初步研究#探讨了不同种类的应力对
6C0(

细胞

内重要信号因子表达的影响#提示机械应力对
6C0(

细胞
bdc

蛋白的磷酸化有着重要作用)这为后续研究肺细胞机械力信

号转导机制打下了基础)
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技领域的热点之一'

$%.$$

(

)细胞自噬在维持细胞的正常生长*

发育中起着重要作用#自噬过度或自噬不足会导致疾病的

发生'

$1

(

)

自噬性程序性细胞死亡的形态学特征主要表现为细胞质

中出现大量包裹着细胞质和细胞器的空泡样结构#即自噬空

泡#同时伴有溶酶体对空泡内成分的降解)

A3.'

定位于前自

噬泡和自噬泡膜表面#是细胞自噬泡膜的通用标记物'

$'

(

)在

自噬泡形成的早期阶段#

A3.'

的主要形式是
A3'.

&

)在哺乳

动物
8$

泛素样酶
6H

P

-

和
81

泛素样酶
6H

P

'

的催化下#

A3'.

&

与位于自噬泡膜表面的磷脂酰乙醇胺$

U8

&结合形成
A3'.

(

)

A3'.

&

的相对分子质量为
$)a$%

'

#

A3'.

(

的相对分子质

量为
$0a$%

'

)

A3'

从
A3'.

&

到
A3'.

(

的转变是自噬发生的

标志之一#

A3'.

(

的水平或
A3'.

(

"

A3'.

&

的比例通常与细胞

中自噬空泡的数量呈正相关'

$0.$C

(

)

>#I.$

#又名
8,!"

N

?#@#,>$

#属于
8,!"

N

?#@#,

蛋白家族#它

首先在
><K

的绑定蛋白中被发现)最近研究发现#

>#I.$

介导

><K

构象变化#激活
><K

促凋亡功能#调控细胞凋亡通路'

$)

(

%

另一方面#

>#I.$

可通过
ê D69

蛋白与
>:J@#,.$

结合#从而激

活
ÛW'0

蛋白#参与调控细胞自噬的发生'

$-.$/

(

)

本研究用白藜芦醇处理脑胶质瘤
e/-

细胞#电镜下可见

明显的自噬空泡#且从
;Dd6

及蛋白水平均检测到自噬相关

基因
A3.'

和
>#I.$

表达水平的上调#表明白藜芦醇作用后可以

引发自噬过程的发生#诱导细胞自噬也是白藜芦醇发挥肿瘤抑

制作用的机制之一#有关白藜芦醇诱导凋亡及引发自噬的相关

关系尚待进一步研究)
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