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呼吸道合胞病毒感染对气道上皮细胞表皮生长因子
受体、紧密连接相关蛋白及黏蛋白表达的影响

刘娟娟 1　张婷 2　米芋枚 1

（浙江大学医学院附属儿童医院　1. 感染病科；2. 临床营养科，浙江 杭州　310052）

［摘要］　目的　探讨呼吸道合胞病毒（RSV）感染气道上皮细胞后对表皮生长因子受体（EGFR）、紧密

连接相关蛋白 occludin 及 E-cadherin、黏蛋白 MUC5AC 表达的影响，并探讨可能的机制。方法　体外实验分两组，

以人气道黏液上皮细胞 NCI-H292 细胞为研究对象，紫外线下灭活的 RSV 加入 NCI-H292 细胞培养基中作为对

照组，迅速解冻的 RSV 感染 NCI-H292 细胞为 RSV 感染组。48 h 后通过 Western blot 法检测 occludin、E-cadherin、

磷酸化 EGFR（p-EGFR）及 EGFR 的蛋白表达水平；采用细胞免疫荧光技术观察两组细胞 occludin、E-cadherin

的分布及表达；采用 RT-PCR 法检测两组 MUC5AC mRNA 的表达。结果　RSV 感染组 occludin、E-cadherin 的蛋

白表达水平较对照组下降（P<0.05）。RSV 感染组 p-EGFR 及 EGFR 蛋白的表达水平较对照组升高（P<0.05）。

RSV 感染组 MUC5AC mRNA 表达水平较对照组增加（P<0.05）。结论　RSV 可破坏气道上皮细胞间的紧密连接，

促进黏蛋白的分泌，影响气道的屏障功能。EGFR 的磷酸化在上述过程中起重要作用。
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Abstract: Objective    To study the effects of respiratory syncytial virus (RSV) infection on epidermal growth 
factor receptor (EGFR), tight junction association proteins and mucin in the human airway epithelial cells. Methods    
Human airway epithelial cells NCI-H292 were randomly treated by ultraviolet light-inactivated RSV (control group) 
or thawed RSV (RSV infection group). After 48 hours of treatment, the protein levels of occludin, E-cadherin, 
phosphorylated EGFR and EGFR in NCI-H292 cells were measured by Western blot. The distribution and expression 
levels of occludin and E-cadherin in NCI-H292 cells were examined by immunofluorescence technique. The expression 
levels of MUC5AC mRNA in NCI-H292 cells were assessed by RT-PCR. Results    The protein levels of occludin 
and E-cadherin were significantly reduced in the RSV infection group compared with the control group (P<0.05). The 
protein levels of phosphorylated EGFR and EGFR increased significantly in the RSV infection group compared with the 
control group (P<0.05). The MUC5AC mRNA levels also increased significantly in the RSV infection group compared 
with the control group (P<0.05). Conclusions    RSV may down-regulate the tight junction association proteins and up-
regulate the expression of MUC5AC in airway epithelial cells, which contributes to epithelial barrier dysfunction. EGFR 
phosphorylation may play an important role in regulation of airway barrier.
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气道上皮细胞间的顶端连接复合物与其表

面的黏液层构成了抵御病原微生物入侵的屏障。

顶端连接复合物由紧密连接与黏附连接组成，在

调控细胞周围的通透性及维持细胞的极化上起重

要作用 [1]。紧密连接是跨膜蛋白（如 occludin、

claudins）和胞质蛋白（如 ZO-1/2、cingulin）组成 [2]。

参与黏附连接的主要有上皮钙黏蛋白（E-cadherin）、

β- 连环蛋白（β-catenin）及 α- 连环蛋白（α-catenin）[1]。

气道黏液层的重要组分为黏蛋白 MUC5AC[3]。哮喘、

肺囊性纤维病等疾病状态时，气道上皮细胞均受

累。 表 皮 生 长 因 子 受 体（epidermal growth factor 

receptor, EGFR）可参与上皮细胞的生长、修复和

瘤变，在黏蛋白的分泌、细胞间紧密连接的调控

中起重要作用 [3-6]。

病毒可影响气道的紧密连接，如腺病毒感染

上皮细胞后产生纤维蛋白，破坏细胞间的黏附，

实现病毒逃逸 [7]；人鼻病毒可改变气道上皮细胞紧

密连接蛋白的表达，致细胞屏障功能受损 [8]。呼吸

道合胞病毒（RSV）感染是五岁以下儿童发病和死

亡的主要原因之一 [9]，目前 RSV 对气道紧密连接

的影响仍不明确。气道上皮细胞是 RSV 最主要的

靶细胞。RSV 附于气道上皮细胞后可启动固有免

疫反应，进而诱发病理改变 [10]。研究显示 EGFR

的活化可抑制气道上皮细胞的抗病毒防御功能 [11]。

因此，明确 RSV 对 EGFR 的影响可为机体增强病

毒防御能力、降低病毒感染提供可能的方法。

基于上述背景，本实验将探讨 RSV 感染气道

上皮细胞后对 EGFR、紧密连接相关蛋白（occludin、

E-cadherin）、MUC5AC 表达的影响并探讨可能的

机制。

1　材料与方法

1.1　主要试剂与仪器

NCI-H292 细胞株（武汉博士德生物工程有

限公司）；RSV 病毒 Long 株（美国模式培养物保

藏所）；Alexa Fluor 488 标记二抗（美国 BioLegend

公 司 ）；occludin 抗 体、E-cadherin 抗 体、EGFR

抗体、p-EGFR 抗体、GAPDH 抗体、辣根过氧化

物酶标记二抗（北京博奥森生物技术有限公司）；

ECL 化学发光液（北京康为世纪生物科技有限公

司）；RIPA 裂解液（上海碧云天生物技术有限公

司）；高纯总 RNA 快速提取试剂盒（离心柱型）、

RT-PCR Kit（北京百泰克生物技术有限公司）；

RPMI 培养基 1640、胎牛血清（美国 Gibco 公司）。

全自动激光共聚焦显微镜（日本 Olympus 公司）；

Step-one PCR 仪（ 美 国 ABI 公 司）；G:BOX 型 凝

胶成像系统（英国 Syngene 公司）。

1.2　NCI-H292 细胞培养及分组

NCI-H292 细 胞 培 养 于 RPMI1640 培 养 基，

其中含 10% 胎牛血清及终浓度为 100 U/mL 的青

霉素和 100 mg/L 的链霉素。将 NCI-H292 细胞接

种于六孔板，细胞密度为 1.2×106/mL，培养体积

3 mL。当细胞于 5%CO2、95% 湿度、37℃的培养

箱中生长至 70%，分为对照组及 RSV 感染组。对

照组：弃上清，加入 3 mL 不含双抗及胎牛血清的

RPMI1640 培养液，再加入紫外灭活的 RSV；感

染组：弃上清，加入 500 μL 不含双抗及胎牛血清

的培养基，再加入迅速解冻的 5 μL RSV（感染复

数 =1.0）。每 30 min 摇晃六孔板 1 次，2 h 后加 2.5 mL

不含双抗及胎牛血清的培养基。孵育 48 h 后收集

细胞进行实验。

1.3　免疫荧光技术检测 occludin、E-cadherin 表达

在六孔板内提前放入灭菌处理的盖玻片，用

上述方法培养及感染 NCI-H292 细胞，每组制作 3

张细胞爬片。48 h 后，PBS 室温环境下冲洗细胞

并 弃 去 PBS， 加 入 4% 多 聚 甲 醛（PFA） 固 定 细

胞 10 min，PBS 冲 洗 3 次。 加 入 1%BSA 室 温 封

闭 60 min，PBS 冲 洗 5 min。 分 别 加 入 E-cadherin

（1 : 100）、occludin（1 : 100） 一 抗，4 ℃ 孵 育 过

夜，PBS 冲洗 3 次，加入 Alexa Fluor 488 标记的二

抗（1 : 500），避光 1 h，PBS 冲洗 3 次，晾干封片。

在全自动激光共聚焦显微镜下观察。细胞免疫荧

光图像用 Image J 软件分析，结果用平均免疫荧光

强度表示。实验独立重复 3 次。

1.4　蛋白免疫印迹检测 occludin、E-cadherin、

EGFR、p-EGFR 的表达

按每孔加入 150 μL 裂解液的比例提取总蛋

白，冰上裂解处理 30 min，收集裂解液，4℃、

12 000 r/min 离 心 5 min， 取 上 清。BCA 法 测 蛋 白

浓度。取 40 μg 总蛋白与 2×SDS-Loading buffer 混

合，95 ℃ 变 性 5 min 后 上 样，10% SDS-PAGE 凝

胶电泳 70 min，半干式转膜至 PVDF 膜（25 V，

30 min），5% 脱脂牛奶室温封闭 1 h，分别加入
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E-cadherin（1 : 200）、occludin（1 : 200）、EGFR

（1 : 500）、p-EGFR（1 : 200）、GAPDH（1 : 1 000）

一抗，4℃孵育过夜，TBST 洗膜 3 次，加入辣根过

氧化物酶标记的二抗（1 : 50 000），室温平稳摇动

1 h，TBST 洗膜 3 次，ECL 显色，G:BOX 型凝胶成

像系统进行扫描。成像的蛋白条带经 Image J 软件

分析灰度值，结果以目的蛋白与内参蛋白 GAPDH

灰度值的比值表示蛋白相对表达量。实验独立重

复 3 次。

1.5　RT-PCR 法检测 MUC5AC 表达

依据试剂盒方法提取总 RNA，并据试剂盒

反应体系及条件进行反转录，测 cDNA 的浓度。

采用 Primer3.0 软件设计引物并由上海赛百盛基

因技术有限公司合成。MUC5AC 上游引物序列：

5'-TGATCATCCAGCAGCAGGGCT-3'， 下 游 引 物

序 列：5'-CCGGCTCAGAGGACATATGGG-3'， 片

段 长 度 409 bp； 内 参 GAPDH 上 游 引 物 序 列：

5'-AGGTCGGAGTCAACGGATTTG-3'，下游引物序

列：5'-GTGATGGCATGGACTGTGGT-3'，片段长度

532 bp。反应体系（25 μL）：10×PCR buffer 2.5 μL，

dNTP 2 μL，Taq DNA 聚 合 酶 0.2 μL， 模 板 DNA 

5 μL，上、下游引物各 1 μL，ddH2O 13.3 μL。反应

条件：94℃预变性 2 min；94℃ 45 s，60℃ 45 s，

72 ℃ 1 min，35 个 循 环；72 ℃ 延 伸 5 min。 采 用

3% 琼脂糖凝胶电泳，应用 UVP 凝胶成像系统记

录结果。图像经 Image J 软件分析灰度值，结果用

MUC5AC 与 GAPDH 灰度值的比值表示 mRNA 相

对表达量。实验独立重复 3 次。

1.6　统计学分析

采用 SPSS 13.0 统计软件对数据进行统计分

析。计量资料采用均数 ± 标准差（x±s）表示，

两组间比较采用两独立样本 t 检验，P<0.05 为差

异有统计学意义。

2　结果

2.1　两组 occludin 及 E-cadherin 蛋白表达的变化

RSV 感 染 NCI-H292 细 胞 48 h，occludin、

E-cadherin 在蛋白水平的表达减少，与对照组比

较，差异有统计学意义（P<0.05，图 1）。通过免

疫荧光技术观察两组细胞，RSV 感染组 occludin、

E-cadherin 的荧光强度较对照组下降（P<0.01），

同时 RSV 感染组细胞形态发生改变（图 2）。

2.2　两组 p-EGFR 及 EGFR 蛋白表达的变化

RSV 感 染 NCI-H292 细 胞 48 h，EGFR 磷 酸

化水平及 EGFR 的蛋白表达水平均较对照组增高

（P<0.05），见图 3。

2.3　两组 MUC5AC mRNA 的表达变化

RSV 感 染 NCI-H292 细 胞 48 h，MUC5AC 

mRNA 的相对表达量高于对照组，差异有统计学

意义（P<0.05），见图 4。

对照组 RSV 感染组

图 1　Western blot 法检测两组 occludin 及 E-cadherin 的蛋白表达变化　　左图为蛋白电泳条带图。右图为两

组目的蛋白表达统计图（n=3），a 示与对照组比较，P<0.05；b 示与对照组比较，P<0.01。
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对照组

对照组

RSV 感染组

RSV 感染组

图 3　Western blot 法检测两组 p-EGFR 及 EGFR 蛋白的表达变化　　左图为蛋白电泳条带图；右图为两组目

的蛋白表达统计图（n=3），a 示与对照组比较，P<0.05。

图 4　RT-PCR 法检测两组 MUC5AC mRNA 的表达　　左图为 PCR 扩增产物的凝胶电泳图，M：Marker，1：对照组，

2：RSV 感染组；右图为 MUC5AC mRNA 相对表达量统计图（n=3），a 示与对照组比较，P<0.05。

p-EGFR

EGFR

GAPDH

图 2　免疫荧光染色法检测 RSV 感染 NCI-H292 细胞 48 h 后 occludin 及 E-cadherin 的表达变化（×300）

　　左图为细胞免疫荧光图，绿色荧光为目的蛋白的阳性表达；RSV 感染组 occludin 及 E-cadherin 的阳性表达均弱于对照组。

右图为两组目的蛋白平均荧光强度统计图（n=3），a 示与对照组比较 ，P<0.01。
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3　讨论

RSV 感染组 EGFR 的磷酸化水平明显增加，

提示 RSV 可致 EGFR 活化。EGFR 定位于细胞膜

基底外侧，其胞内区有酪氨酸激酶活性，当配体

与 EGFR 结合导致受体自身的酪氨酸残基磷酸化，

可募集相关信号转运蛋白，激活下游信号通路。

RSV 介导的 EGFR 活化可导致下游 ERK 活性增加，

促进 IL-8 释放并抑制 RSV 感染细胞的凋亡 [12]；可

抑制干扰素调节因子 1 依赖性干扰素 -λ 的产生，

增加 RSV 的感染滴度，而抑制 EGFR 活化能降低

病毒的感染滴度 [13]。上述发现提示抑制 EGFR 的
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活化是降低 RSV 感染程度的方法。

EGFR 的胞外区与 E-cadherin 连接。E-cadherin

是广泛分布于上皮细胞表面的跨膜糖蛋白。在胞

内，E-cadherin 与 β-catenin、α-catenin 形 成 连 接

复合物，连接肌动蛋白、细胞骨架蛋白，促进细

胞间的黏附 [14]。实验中 RSV 感染上皮细胞后促进

EGFR 磷酸化，而 β-catenin 是 EGFR 磷酸化后的

作用底物。因此，当 EGFR 磷酸化后 E-cadherin/

β-catenin 连 接 复 合 物 解 体，E-cadherin 相 关 的 细

胞间屏障功能受损 [15]。随着紧密连接的受损，

E-cadherin/EGFR 胞外段的连接受损，EGFR 可易

位至胞膜顶端，此时更易与配体结合、活化，进

一步破坏紧密连接 [1]。利用 siRNA 沉默 E-cadherin

后，引起 EGFR 的磷酸化增加，其下游 MEK/ERK-
1/2 和 p38 MAPK 通 路 激 活， 导 致 Th2 型 炎 症 反

应趋化因子表达增加，同时 E-cadherin 参与的细

胞间连接减弱 [16]。体内实验显示，小鼠支气管

上皮细胞 E-cadherin 表达缺失时，紧密连接蛋白

occludin、ZO-1 及 claudins 发生易位 [17]。因此可推断，

RSV 感染气道上皮细胞后下调 E-cadherin 的表达，

致紧密连接相关蛋白易位，导致气道黏膜屏障功

能受损。EGFR 磷酸化是导致 E-cadherin 介导的屏

障功能受损的重要因素。

RSV 感染组 occludin 的蛋白表达水平下调。

occludin 是定位于紧密连接部位的跨膜蛋白，它

的羧基末端通过 ZO-1/2 与细胞骨架蛋白结合，维

持细胞间的黏附 [18]。研究显示，机械性肺损伤、

镉、甲醛暴露等理化因素刺激时，气道上皮细胞

的 occludin 下调，而磷酸化 occludin 上调，PKC 通

路激活，同时影响连接复合物的完整性，导致屏

障功能受损 [19-21]。本实验结果提示除上述理化因素

外，RSV 亦可下调 occludin 的表达。Chen 等 [22] 证

实：EGFR 及下游 p38MAPK/NF-κB 信号通路的活

化，可致 occludin 在转录水平、蛋白水平的表达均

下调，而加入 EGFR 抑制剂时上述效应减弱。RSV

感染组的 occludin 表达下调伴 EGFR 活化，可能与

Chen 等 [22] 发现的机制相关。

RSV 感染组黏蛋白 MUC5AC 在转录水平的表

达上调。实验中 MUC5AC 表达的增高与 EGFR 及

下游生长因子信号通路的活化有关 [23]；另外，与

紧密连接对黏蛋白基因的调控有关。气道上皮细

胞间紧密连接受损时可释放 β-catenin，β-catenin 与

LEF1 相互作用后转入核内，能增强 MUC5AC 启动

子的活性 [24]。

综 上 所 述，RSV 感 染 气 道 上 皮 细 胞 可 活

化 EGFR，下调气道上皮细胞紧密连接相关蛋白

E-cadherin、occludin 的表达，上调黏蛋白 MUC5AC

的表达，破坏气道黏膜的屏障功能。EGFR 的磷酸

化在上述过程中起重要作用。本文还存在不足，

EGFR 相关信号通路在 RSV 影响气道上皮细胞紧

密相关连接蛋白表达中的作用仍需进一步的研究。
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