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目的
!

探讨苯并芘对人气道平滑肌细胞"

>26a7

$细胞外基质"

:7a

$蛋白沉积的影响及相关通路机制%方法
!

原

代培养
>26a7

!将
1

"
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代细胞用于实验%用实时荧光定量
<79

和
_H+MHD,;J"M

法分别检测
:7a

的基因及蛋白的表达量#用

_H+MHD,;J"M

法分析
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的磷酸化水平%结果
!

苯并芘可以诱导
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胶原蛋白
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%&%$

$及
:7a
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蛋白
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表达增加"
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$%苯并芘可引起
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磷酸化水平快速增高
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通路抑制剂
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能显著抑制苯并芘诱导的胶原蛋白
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苯并芘通过激活
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通路诱导
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蛋白沉积!阻断
:9\$

(

1

信号通路可以抑制苯并芘诱导的气道重塑%
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近几年来#我国多个地区都曾遭受雾霾天气的危害#细颗

粒物$

<a1&@

&作为大气污染物的主要来源已成为各领域专家

学者们的研究热点)已有多篇临床研究表明#

<a1&@

及生物

燃料烟雾的暴露会增加多种慢性气道疾病如慢性阻塞性肺疾

病$

7d<5

&*支气管哮喘等的危险性'

$.'

(

)

目前全球共有
'

亿余名
7d<5

患者#流行病学数据表明

7d<5

排在全球死因第
0

位#并将在
1%'%

年上升到第
'

位'

0

(

)

7d<5

是一种以持续性*进行性发展的气流受限为特征的慢性

气道疾病#患者病情的反复和病程的进展与长期暴露于香烟烟

雾及有害颗粒物环境中相关)气道重塑是多种慢性炎症性气

道疾病的重要病理特征#在
7d<5

患者中其主要表现为上皮

细胞增生*黏液腺增生*气道壁细胞外基质$

:7a

&组分及数量

的改变及血管增生等'

@

(

)研究表明
:7a

的过度沉积在
7d<5

患者病程末期气道壁的纤维化中占有重要地位'

).-

(

)人气道平

滑肌细胞$

>26a7

&可通过表达和分泌不同类型的
:7a

蛋

白#调节细胞外基质蛋白的动态平衡)因此#研究
>26a7

分

泌
:7a

蛋白的机制#对控制气道重塑#延缓
7d<5

病程而言

具有十分重要的意义)

苯并芘是一种多环芳烃化合物#人类每天都会通过各种途

径比如吸烟#接触污染的空气*食物及水源等摄入一定量的苯

并芘)苯并芘除了其备受关注的致癌毒性作用外#新近研究表

明其在肺部炎症和损伤性疾病进程中同样发挥作用'

/

(

)因此#

本文将探讨
<a1&@

和香烟烟雾中的代表成分苯并芘在气道平

滑肌细胞
:7a

蛋白沉积中的作用#明确经典的
:9\

信号通

路是否是其下游调节通路#为进一步研究大气污染对
7d<5

的影响提供实验依据#为气道重塑的防治提供新的可能)
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盒和全蛋白提取试剂盒$上海碧云天生物技术研究所&%
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F
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&*反转录试剂盒$
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6e;9

*

<DH=#R

:RAE

g

Aa及
<D#=H6PD#

C

M

*

9MDHE

F

H,M\#M

$

Aded;d

&%小鼠抗平

滑肌肌动蛋白$

)

.6a2

&$上海碧云天生物技术研究所&*小鼠抗

B2<5>

抗体$北京博奥森生物技术有限公司&*兔抗胶原蛋白

&)

$

$北京博奥森生物技术有限公司&*兔抗
:9\$

"

1

$

76A

&*

兔抗
C

.:9\$

"

1

$

76A

&*

8SA7.

山羊抗小鼠$上海碧云天生物技

术研究所&*山羊抗兔*小鼠
S

F

B.>9<

二抗$上海碧云天生物技

术研究所&%

52<S

$

6#

F

=E.2J!D#PN
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化学发光染色液

$

aHDPUa#JJ#

C

"DH
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方法

>&?&>

!

原代人气道平滑肌细胞的培养与鉴定
!

采用组织块贴

壁法原代培养
>26a7

#具体方法同本课题组已发表文

献'

(.$%

(

)实验前征得患者及其家属同意签署知情同意书后#取

南方医院胸外科肺叶切除术手术标本#于超净台中分离叶*段

支气管中膜平滑肌层#在青霉素小瓶中剪成约
$==

' 大小#吸

取组织转移至含
1%W8;6

的完全培养基中#均匀分散尽可能

布满培养瓶瓶底#置于
'-h

*

@W 7d

1

孵箱中培养)每
'

"

@

天换液#镜下观察细胞从组织块周围爬出#待其生长融合后传

代#下调完全培养基中
8;6

浓度至
$%W

#取第
1

"

)

代对数期

细胞用于本研究)采用细胞免疫荧光
)

.6a2

特异性染色法鉴

定平滑肌细胞)

>&?&?

!

_H+MHD,;J"M

检测蛋白表达量及磷酸化水平
!

待细胞

生长至
/@W

左右接种于
)P=

培养皿中#饥饿
$1N

后进行分

组)$

$

&胶原蛋白
&)

$

)

+

对照组!不加任何刺激剂%

,

苯并芘

刺激浓度梯度$

%&$

*

%&@

*

$&%

*

$&@

$

="J

"

?

&组%

-

苯并芘刺激时

间梯度$

$1

*

10

*

0/

*

-1N

&组%

.

阳性对照
AB8.

!

$

$

1,

F

"

=?

&组)

$

1

&

:9\

及
C

.:9\

)

+

对照组!不加任何刺激剂%

,

苯并芘刺

激时间梯度$

%

*

%&@

*

$

*

'

*

)N

&组)$

'

&胶原蛋白
&)

$f:9\

及

C

.:9\

)

+

对照组!不加任何刺激剂%

,

<5(/%@(

$

$%

$

="J

"

?

&

组%

-

苯并芘$

$&%

$

="J

"

?

&组%

.

<5(/%@(f

苯并芘组#提前
'%

=#,

加入
<5(/%@(

)培养相应时间后用
0h

预冷的
<;6

洗
1

"

'

次#加入蛋白裂解混合液$含
9S<2

*

<a68

及磷酸酶抑制剂#

比例为
$%%X$X$

&#置于
0h

摇床充分裂解
'%=#,

#用细胞刮

刮取细胞#收集至
:<

管#提前预冷离心机至
0h

#设置条件!

$1%%%]

F

离心
1%=#,

)吸取上清液弃沉淀#

;72

法测定总蛋

白浓度)加入
@]J"E!#,

F

QGOOHD

$体积比为
0X$

&#

$%%h

变性

-=#,

)取
1%

$

F

总蛋白以
$%W

聚丙烯酰胺凝胶电泳#湿转至

<358

膜#以
@W;62

室温下封闭
$

"

1N

后#分别加入相应一

抗!兔抗胶原蛋白
&)

$

$

$X@%%

稀释&*

:9\$

"

1

$

$X$%%%

稀

释&*

C

.:9\$

"

1

$

$X$%%%

稀释&#小鼠抗
B2<5>

$

$X$%%%

稀

释&#

0h

摇床中孵育过夜)次日加入相应二抗!山羊抗兔*鼠

S

F

B.N9<

二抗$

$X@%%%

稀释&#置于室温摇床上孵育
$N

#采用

:7?

化学发光法显示结果)用
BHJ.<D".2,EJ

K

cHD

图像分析软

件分析各条带灰度值#以目的蛋白与
B2<5>

条带灰度值之

比表示相应蛋白表达水平%

C

.:9\$

"

1

与
:9\$

"

1

条带灰度值

之比表示
:9\$

"

1

磷酸化水平)

>&?&@

!g

9A.<79

检测
=942

表达量
!

待细胞生长至
/@W

左右接种于
'&@P=

培养皿中#饥饿
$1N

后进行分组)$

$

&对

照组!不加任何刺激剂%$

1

&

<5(/%@(

$

$%

$

="J

"

?

&%$

'

&苯并芘

$

$&%

$

="J

"

?

&%$

0

&

<5(/%@(f

苯并芘组#提前
'%=#,

加入

<5(/%@(

)经相应处理培养
)N

后#使用
AD#c"J

试剂冰上提取

细胞总
942

#经
Aded;d

反转录试剂盒于
ANHD="8#+NHD

反

转录仪中反转录为
P542

#选用
B2<5>

作为内参基因#采用

实时荧光定量法检测
:7a

蛋白基因的相对表达量)各基因

编号及引物序列详细见下!

B2<5>

$

4a

0

%%1%0)

&!

@i.B72 77B A72 2BB 7AB

2B22.'i

#

@i.ABBAB22B27B772BABB2.'i

%胶原蛋

白
&)

$

$

4a

0

%%%%//

&!

@i.2B772B72B 2A7 B2B 227

2A.'i

#

@i.A7AABA77AABBBBAA7AAB.'i

%纤连蛋白

$

4a

0

1$10/1

&!

@i.A7B2BB2BB222AA7722AB.'i

#

@i.

272727BAB7277A72A72A.'i

%多功能蛋白聚糖$

4a

0

%%0'/@

&!

@.BB2 277ABBAB2 2B2 2272.'i

#

@i.7AA

77272B ABB BAB BA7 AA.'i

%核心蛋白多糖 $

4a

0

%%$(1%

&!

@i.22AAB2222ABBBB7AAA77.'i

#

@i.B77

2AABA7 227 2B7 2B2 B2.'i

%层粘连蛋白
)

1

$

4a

0

%%%01)

&!

@i.B77AA7AA7A7B BAB 27A AB.'i

#

@i.777

A7AB772B7AB22A22B.'i

)

按照
Aded;d

逆转录试剂盒操作手册设定程序如下!

'-

h

变性
$@=#,

#

(/h

退火
@=#,

#逆转录为
P542

)应用
9"PNH

?#

F

NM7

K

PJHD0/%

进行
<79

反应!第一阶段!

(@h

预变性
)%+

%

第二阶段!

(@h

变性
$@+

#

)%h

延伸
0@+

%第三阶段!

(@h

变

性
$@+

#

)@h

退火
$@+

#

(@h

复温#

%+

#重复
0%

个循环#冷却至

0%h

#

'%+

)观察各组基因的溶解曲线有无明显-双峰.#扩增

曲线到达平台期时的
7A

值等#并且以
1

.

##

7A值为指标计算各

组目的基因的相对表达水平)

>&@

!

统计学处理
!

应用
6<66$'&%

软件统计#采用
d,H._E

K

24d32

法#先进行方差齐性检验#确定方差齐且组间差异有

统计学意义后进一步采用
?65

法进行多重比较)以
!

$

%&%@

为差异有统计学意义)

?

!

结
!!

果

?&>

!

原代
>26a7

培养与鉴定
!

显微镜下观察到#正常的

>26a7

呈长梭形#细胞核呈卵圆形位于中央#生长融合后的

>26a7

呈现出典型-峰谷征.#见图
$2

%细胞经免疫荧光处理

后#特异性
)

.6a2

染色阳性并且均匀分布于胞质内#鉴定为平

滑肌细胞#见图
$;

)

!!

2

!普通光可见-峰谷征.%

;

!免疫荧光染色可见
)

.6a2

为绿色

荧光)

图
$

!!

原代培养的
>26a7

形态及表型鉴定%

]$%%

(

?&?

!

苯并芘诱导
>26a7

胶原蛋白
&)

$

及
:7a

蛋白基因表

达增加
!

用递增浓度的苯并芘$

%&$

"

$&@

$

="J

"

?

&刺激细胞

10N

#不同浓度的苯并芘均能引起
:7a

蛋白中的重要代表胶

原蛋白
&)

$

表达量增加#且与对照组相比差异均有统计学意

义$

!

$

%&%$

#图
12

&)另外#

%&@

"

$&@

$

="J

"

?

的苯并芘刺激

效应显著高于阳性对照
AB8.

!

$

组#选取
$&%

$

="J

"

?

作为苯

并芘的最适刺激浓度%用
$&%

$

="J

"

?

的苯并芘刺激细胞不同

时间$

$1

"

-1N

&#胶原蛋白
&)

$

在一定时间范围内$

$1

"

0/N

&

表达增加#且与对照组相比差异均有统计学意义$

!

$

%&%$

#图

1;

&#并在
10N

到达峰值#在
-1N

表达较前有所下降#选取
10

N

作为最适刺激时间%用苯并芘$

$&%

$

="J

"

?

&刺激细胞
)N

#胶

@-$1

重庆医学
1%$-

年
)

月第
0)

卷第
$)

期



原蛋白
&)

$

*多功能蛋白聚糖*纤连蛋白
=942

表达均显著增

加$

!

$

%&%$

&#层粘连蛋白
)

1

表达增加$

!

$

%&%@

&#而核心蛋

白多糖
=942

表达与对照组无明显差异#见图
17

)

!!

2

!苯并芘诱导
>26a7

胶原蛋白
&)

$

表达增加的浓度梯度%

;

!苯并芘诱导
>26a7

胶原蛋白
&)

$

表达增加的时间梯度%

7

!苯并芘诱导

>26a7:7a

蛋白基因表达增加)

""

!

!

$

%&%$

*

"

!

!

$

%&%@

)

图
1

!!

苯并芘诱导
>26a7

胶原蛋白
&)

$

及
:7a

蛋白基因表达增加

?&@

!

苯并芘引起
:9\$

"

1

磷酸化
!

用苯并芘$

$&%

$

="J

"

?

&

刺激细胞不同时间$

%

"

)N

&#

C

.:9\$

"

1

表达量在
%&@

"

)N

内

明显增加#且在
'N

达到峰值$

!

$

%&%$

&#说明苯并芘可引起

:9\$

"

1

快速活化#见图
'

)

!!

"

!

!

$

%&%$

#与
%N

比较)

图
'

!!

苯并芘刺激
>26a7

不同时间
:9\$

'

1

蛋白磷酸化水平的改变

?&A

!

:9\$

"

1

信号通路在苯并芘诱导的胶原蛋白表达中的作

用
!

苯并芘$

$&%

$

="J

"

?

&刺激细胞
10N

后胶原蛋白
&)

$

表达

量明显增加$

!

$

%&%$

&#见图
1

%而用
:9\

激酶抑制剂

<5(/%@(

$

$%

$

="J

"

?

&提前干预细胞
'%=#,

#可显著抑制苯并

芘诱导的胶原蛋白
&)

$

表达$

!

$

%&%$

&#见图
0

)

!!

"

!

!

$

%&%$

#与对照组比较%

%

!

!

$

%&%$

#与苯并芘
f<5(/%@(

组

比较)

图
0

!!

<5(/%@(

对苯并芘诱导的胶原蛋白表达的抑制作用

?&C

!

:9\$

"

1

信号通路在苯并芘诱导
:7a

基因表达中的作

用
!

苯并芘$

$&%

$

="J

"

?

&刺激细胞
)N

后#

:7a

基因
=942

表达量明显增加#见图
17

%而用
:9\

激酶抑制剂
<5(/%@(

$

$%

$

="J

"

?

&提前干预
'%=#,

后#胶原蛋白
&)

$

*多功能蛋白聚糖

和纤连蛋白
=942

的表达增加受到了显著抑制$

!

$

%&%$

&#

见图
@

)

!!

"

!

!

$

%&%$

#与对照组比较%

%

!

!

$

%&%$

#与苯并芘
f<5(/%@(

组

比较)

图
@

!!

<5(/%@(

对苯并芘诱导的
:7a

基因表达的抑制作用

@

!

讨
!!

论

气道重塑是
7d<5

的重要病理特征#是导致患者肺功能

持续性*进行性下降的主要原因)关于
7d<5

的药物治疗尽

管有较多选择#但从目前的临床数据来看#这些药物对患者的

疗效并不尽如人意#其具体机制尚缺乏明确报道#有文献认为

7d<5

患者气道重塑末期的纤维化可能限制了药物的作用

效果'

)

(

)

目前大气污染是全社会高度关注的研究热点#苯并芘作为

香烟烟雾及
<a1&@

中代表性的有毒化学物质#广泛存在于各

类化工业尾气和生活污染物中)既往对苯并芘的研究主要集

中在致癌及对神经*免疫系统的毒性作用上#其主要通过中间

代谢物反氏二氢二醇环氧苯并芘
.542

和氧自由基的形成实

现其致癌性'

$$

(

)近年来#有研究表明苯并芘还与某些增生性

疾病有关#如动脉粥样硬化等'

$1

(

)目前认为苯并芘在气道重

塑中也起着重要作用#例如其可以促进上皮细胞分泌黏蛋

白'

$$

(

*促进肺成纤维细胞分泌
S?./

等'

$'.$0

(

)另外#有文献报

道苯并芘可通过诱导上皮细胞分泌
S?./

进而促进上皮下

26a7

的增殖和迁移'

$@

(

)本研究从基因和蛋白两个水平证实

)-$1

重庆医学
1%$-

年
)

月第
0)

卷第
$)

期



了苯并芘可以刺激
>26a7

异常分泌
:7a

蛋白$图
1

&#这与

以上苯并芘促进气道重塑的研究结果相一致)另外#本研究验

证了
$&%

$

="J

"

?

的苯并芘刺激
>26a7

培养
10N

能达到异

常分泌
:7a

蛋白的最大效应#与文献'

$$

(报道的苯并芘促进

上皮细胞分泌黏蛋白的最适刺激浓度及时间基本相符)虽然

在时间梯度实验中在苯并芘刺激细胞
-1N

小时后胶原蛋白
&

)

$

表达量较前有所下降#并与对照组无明显差异#这可能与细

胞持续长时间无营养状态下胶原蛋白降解及刺激耐受有关)

:9\

通路是一条促进细胞增殖与分化的经典的信号传导

途径'

(

(

)

:9\

在气道平滑肌上广泛分布#与气道重塑中的各

种炎症介质和细胞因子诱导的细胞内信号转导过程相关#参与

7d<5

的发生发展)本研究结果$图
'

"

@

&证实了苯并芘通过

激活
:9\$

"

1

信号通路促进气道平滑肌细胞外基质蛋白沉积#

这与
<HDE

等'

$)

(有关香烟提取物可通过
:9\

通路促进

>26a7

增殖的研究结果相辅相成#说明
:9\

通路在苯并芘

诱导的气道重塑中发挥着重要作用)目前的研究显示#苯并芘

主要通过激活芳香烃受体进而发挥其致癌及致毒性作用#那么

该受体在苯并芘诱导气道重塑中是否同样发挥着重要作用将

是本课题组未来的研究方向)

临床上#无论
7d<5

还是支气管哮喘#常规的糖皮质激素

吸入治疗只能达到控制症状的效果#文献表明激素并不能充分

抑制
:7a

蛋白沉积导致的气道重塑'

$%

(

)因此#本研究的结论

可为寻找阻止或延缓气道重塑的疗法提供实验依据)

综上所述#在大气污染日益严重的当前环境下#苯并芘暴

露的增加可诱导
>26a7

激活
:9\$

"

1

信号通路异常分泌

:7a

蛋白#阻断
:9\$

"

1

通路可作为抑制气道重塑的新靶点)

同时#为减少大气污染相关的肺功能受损#

7d<5

患者在规范

化药物治疗的基础之上#应尽量减少在雾霾天气的外出#降低

污染物暴露的机会#帮助提高自我的生活质量*延缓病程的

进展)
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