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不同浓度脂多糖诱导人支气管上皮细胞
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防御素 A 的表达
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"湖南省人民医院儿科!湖南 长沙&V!$$$[#

&&!摘&要"&目的&观察不同浓度脂多糖%Y1K'诱导人支气管上皮细胞
*

防御素 @%(CÌ@'的表达#探讨 (CÌ@

在呼吸道感染中的作用) 方法&用不同浓度的Y1K%$7$!#$7!#!#!$

!

DX/Y'诱导人支气管上皮细胞后## (行:R̀

1':法检测 (CÌ@ /:8B的表达#V (行i.A-.4* >6,-检测 (CÌ@ 蛋白的表达) 结果&正常人支气管上皮细胞有微

量 (CÌ@ 表达#Y1K诱导细胞后#(CÌ@ /:8B及蛋白表达均增加#与对照组相比差异有非常显著性%)U$7$!'$不

同浓度Y1K诱导细胞后#随着Y1K浓度的增加 (CÌ@ /:8B和蛋白的表达亦随之增加#不同浓度组间比较差异有

显著性%)U$7$[') 结论& 一定剂量的Y1K可诱导人支气管上皮细胞 (CÌ@ 表达#且呈浓度依赖性#推测 (CÌ@

可能参与呼吸道对Y1K最初的防御反应) !中国当代儿科杂志#;<<=#>>$?%&@?? B@U<"
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&&30(+&%1+& 405,1+'2,&R,A-92?-(..O04.AA),* ,J(9/3*

*

2̀.J.*A)* @̀ % (CÌ@' )*29;.2 >?6)0,0,6?A3;;(34)2.

%Y1K' )* (9/3* >4,*;()36.0)-(.6)36%_CM' ;.66A# 3*2 .O06,4.-(.4,6.,J(CÌ@ )* 4.A0)43-34?)*J.;-),*76,+7".(&_CM

;.66AP.4.A-)/963-.2 P)-( 2)JJ.4.*-;,*;.*-43-),*A,JY1K %$7$!# $7!# ! 3*2 !$

!

DX/Y'7(CÌ@ /:8B.O04.AA),* P3A

2.-.;-.2 >?:R̀1':# (4A63-.47(CÌ@ 04,-.)* .O04.AA),* P3A2.-.;-.2 >?i.A-.4* >6,-V (4A63-.478,(/-+(&(CÌ@

/:8B3*2 04,-.)* P3AP.3Q6?.O04.AA.2 )* *,4/36_CM;.66A7Y1K A-)/963-),* 4.A96-.2 )* 3A)D*)J);3*-)*;4.3A.,J(CÌ@

/:8B3*2 04,-.)* .O04.AA),* %)U$7$! '7(CÌ@ /:8B 3*2 04,-.)* .O04.AA),* )*;4.3A.2 P)-( )*;4.3A)*DY1K

;,*;.*-43-),*A7R(.4.P.4.A)D*)J);3*-2)JJ.4.*;.A)* -(.(CÌ@ /:8B3*2 04,-.)* .O04.AA),* )* ;.66AA-)/963-.2 >?

2)JJ.4.*-;,*;.*-43-),*A,JY1K %)U$7$['7!")1-/('")(&Y1K ;3* )*29;.(CÌ@ .O04.AA),* )* 32,A.̀2.0.*2.*-/3**.47

(CÌ@ /)D(-063?34,6.)* )*)-)362.J.*A)<.4.3;-),* 3D3)*A->3;-.4)36)*<3A),*7

!!7')9 !")+,#$:,.'%+&# ;<<=# >> %?'&@?? B@U<"

&&D,E F"&.(&&

*

2̀.J.*A)* @̀$ Y)0,0,6?A3;;(34)2.$ _9/3* >4,*;()36.0)-(.6)36;.66

&&下呼吸道感染是儿童最常见的疾病#也是 [ 岁

以下儿童最常见的死亡原因之一) 近年来#由于细

菌耐药菌株的不断增加#致使抗生素在临床中的应

用面临巨大压力) 因此#促使人们不断寻找新型抗

生素以及其他不易产生耐药性的抗菌物质) 防御素

%2.J.*A)*'即是近年研究发现的具有抗菌能力的物

质# 它是一种具有广泛的杀菌活性*细胞毒性和免

疫趋化作用的阳离子多肽#对革兰阳性*阴性细菌#

真菌以及包膜病毒都能产生较强的杀伤作用!!"

)

相对于抗生素它具有不易产生耐药性的特点!#"

)

人防御素分为
)

*

*

*

1

三种) 人
*

防御素 @%(9/3*

*

2̀.J.*A)* @̀#(CÌ@' 是_342.4等!@"于 #$$$ 年从银

屑病患者皮损组织中发现的#可被细菌*炎症介质等

外界刺激诱导) 它主要在皮肤和扁桃体中有较强的

表达#在呼吸道也有一定量的表达!V"

) 与 (CÌ! 和

(CÌ# 相比#(CÌ@ 的抗菌谱更广#并具有特殊的分

子结构及属于非盐离子浓度敏感型![ b""

) 因此#

(CÌ@ 具有更大的研究价值及应用前景) 但目前对

(CÌ@ 在感染后呼吸道上皮细胞中表达的研究较

少) 本研究利用革兰阴性菌胞膜外层的主要成分脂

多糖%6)0,0,6?A3;;(34)2.#Y1K'对人支气管上皮细胞

造成损伤#采用 :R̀1':和 i.A-.4* >6,-法检测

(CÌ@ /:8B及蛋白在正常和损伤细胞中表达水平

的变化#为以后人工调控其分泌*防治呼吸道感染进

(""[(
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行前期研究)

>I材料和方法

>7>I材料

!7!7!&细胞株&&人支气管上皮细胞%购自中南

大学湘雅医学院湘雅细胞中心')

!7!7#&主要试剂&&新生牛血清%='K'%杭州四季

青公司'#!\V$ %美国 dEC'F公司'#Y1K %M7;,6)

Y#SS$'及琼脂糖%K)D/3公司'# R4)L,6%E*<)-4,D.*公

司'#逆转录试剂盒 %=.4/.*-3A公司'#RBd酶及

28R1%R)3*D.*公司'#二乙基焦碳酸酯%IM1'#北京

鼎国生物技术公司'# (CÌ@ 引物及阳性对照
*

3̀;̀

-)* 引物%上海英骏生物工程技术服务有限公司合

成'#兔抗人 (CÌ@ 抗体%B>A9* 公司'#辣根酶标记

山羊抗兔EDd%北京中杉公司')

>7;I方法

!7#7!&实验分组&&将生长良好的支气管上皮细

胞随机分为 [ 组 %每组 !\ 瓶'& 对照组 %加入含

!$p='K的 !\V$ 培基 [ /Y'$Y1K组%又分为 V 个小

组#分别加入含 Y1K 浓度为 $7$!#$7!#!#!$

!

DX/Y

的 !$p='K的 !\V$ 培基 [ /Y') 各组均置于 @"h*

[p 'F

#

培养箱中#培养 # ( 后随机收集 S 瓶细胞#

然后提取细胞总:8B#余下 S 瓶支气管上皮细胞培

养 V (后收集细胞提取胞浆蛋白)

!7#7#&半定量 :R̀1':检测 (CÌ@ /:8B的表达

&取不同实验组的支气管上皮细胞#采用 R4)L,6法抽

提:8B) 依吸光度值#取等量总 :8B进行逆转录#

含 !

!

Y随机引物##

!

Y28R1#!

!

YHHY5#总体积

#$

!

Y) 反应条件为&"$h [ /)*#@"h [ /)*#V#h

\$ /)*# "$h !$ /)*) 以逆转录产物为模板#采用

R3D酶#按以下程序进行 1':反应) 上游引物为&

[g̀Bd''RBd'Bd'RBRdBddBR'̀@g#下游引物为&

[g̀'RR'dd'Bd'BRRRR'dd''B̀@g#产物长 #$\ >0)

反应条件为&%Sh预变性 [ /)*#再经 %Vh变性 @$ A#

[Sh退火 @$ A#"#h延伸 @$ A#共 @# 个循环#最后

"#h延伸 " /)*) 产物在 #p琼脂糖凝胶上电泳)

同时设阳性对照
*

3̀;-)*#产物长 V[$ >0)

!7#7@&i.A-.4* >6,-检测胞浆 (CÌ@ 蛋白的表达

取不同浓度 Y1K 诱导培养V ( 后的支气管上皮细

胞#加入适量:E1B裂解液#冰上孵育 @$ /)*#!# $$$

4X/)*离心 !$ /)*#上清液即为胞浆蛋白) 将胞浆蛋

白进行 KIK 1̀BdM凝胶电泳#然后电转移至15I=膜

上) 把膜放入含 [ D脱脂奶粉的 RCKR%!$ //,6XY

R4)A0_"7[#!$$ //,6XY83'!#$7!pRP..*#$'中室

温封闭 ! (# 加入兔抗人 (CÌ@ 和
*

3̀;-)* 多克隆抗

体%(CÌ@ 以 !q#$$ 稀释#

*

3̀;-)*以 !q[$$ 稀释'Vh

摇动过夜) 次日用 RCKR于室温下洗膜 V 次#每次

!$ /)*#接着加入辣根酶标记山羊抗兔 EDd抗体

%!q# $$$稀释'#在室温下轻轻摇动 ! (#然后用

RCKR室温下洗膜 @ 次) 最后用化学发光法曝光显

迹# 按化学发光显影试剂盒%M'Y'说明要求加入

M'Y试剂#室温下温育 @ /)*后对k线片曝光)

>7AI统计学分析方法

所有数据用均数W标准差%HW4'表示#用 K1KK

!@7$ 软件进行方差分析) )U$7$[ 为差异有显著

性意义)

;I结果

;P>I7WKTA #8]3的表达

通过:R̀1':检测发现#正常人支气管上皮细

胞中 (CÌ@ /:8B有微量表达#Y1K 诱导支气管上

皮细胞后#(CÌ@ /:8B表达增加#与对照组相比差

异有非常显著性%)U$7$!'$用不同浓度的 Y1K

%$7$!#$7!#!#!$

!

DX/Y'诱导细胞 # ( 后# (CÌ@

/:8B表达亦随之增多#且在上述Y1K浓度范围内呈

剂量依赖性#不同浓度组间比较差异有显著性

%)U$7$[') (CÌ@ /:8B表达的半定量结果以

(CÌ@X

*

3̀;-)*吸光度的相对值计算#结果见表 ! 和

图 !##)

&&表 >I不同浓度的 a:G诱导支气管上皮细胞 7WKTA

#8]3的表达
%HW4'

组别 实验次数
(CÌ@/:8B表达

%(CÌ@X

*

3̀;-)*吸光度比值'

对照组 S $7!@ W$7$$@

Y1K组

&$7$!

!

DX/Y组 S

$7!\ W$7$$"

3

&$7!

!

DX/Y组 S

$7#$ W$7$$@

3#>

&!

!

DX/Y组 S

$7#V W$7$$S

3#>

&!$

!

DX/Y组 S

$7@! W$7$!$

3#>

&&3&与对照组比较#)U$7$!$ >&与上一组比较#)U$7$[)

!""#$%

&""#$%

'""#$%

(""#$%

)""#$%

*""#$%

+ * ) ( ' &

,!-./01##'&"#$%

234"(####)"!#$%

&&

图 > I7WKTA#8]3的表达I

H& H34Q.4$ !&对照组$

#&$7$!

!

DX/YY1K 组$ @&$7!

!

DX/YY1K$ V& !

!

DX/YY1K 组$

[&!$

!

DX/YY1K组)

(S"[(
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&& 图 ;Ia:G浓度与7WKTA #8]3表达量效关系

;P;I7WKTA 蛋白表达

用Y1K诱导支气管上皮细胞 V (后提取胞浆蛋

白#行 KIK 1̀BdM凝胶电泳发现#正常人支气管上皮

细胞中 (CÌ@ 蛋白有微量表达#Y1K 可诱导人支气

管上皮细胞 (CÌ@ 蛋白表达#与对照组相比差异有

非常显著性%)U$7$!'$随着 Y1K 浓度增加 (CÌ@

蛋白表达量也增加#在 $7$! b!$

!

DX/Y范围内呈

剂量依赖关系#不同浓度组间比较有显著性差异

%)U$7$!') (CÌ@ 蛋白表达的半定量结果以

(CÌ@X

*

3̀;-)*吸光度的相对值计算#结果见表 # 和

图 @#V)

&&表 ;I不同浓度的a:G诱导支气管上皮细胞7WKTA 蛋

白的表达
%HW4'

组别 实验次数
(CÌ@/:8B表达

%(CÌ@X

*

3̀;-)*吸光度比值'

对照组 S $7!S! W$7$#!

Y1K组

&$7$!

!

DX/Y组 S

$7##[ W$7$#$

3

&$7!

!

DX/Y组 S

$7@!% W$7$!$

3#>

&!

!

DX/Y组 S

$7@"\ W$7$!$

3#>

&!$

!

DX/Y组 S

$7V#! W$7$!#

3#>

&&3&与对照组比较#)U$7$!$ >&与上一组比较#)U$7$!

!"#!$

%"&'()*

+ , $ - .

&&图 AI`,(+,&)0-"+法检测 7WKTA 蛋白表达的结果I

!&!$

!

DX/YY1K 组$ #& !

!

DX/YY1K 组$ @& $7!

!

DX/YY1K 组$

V&$7$!

!

DX/YY1K组$ [&对照组

!"#$!%&'(!"

)
*
+
!
,
#

$
%

&
'

-./

-.,

-.0

-.1

-.-1 -.1 1 1--

&& 图 MIa:G浓度与7WKTA 蛋白表达量效关系

AI讨论

(CÌ@ 具有强力*广谱的抗微生物活性#近年来

已成为国内外众多研究者关注的热点) 近来研究发

现#(CÌ@ 在多种感染部位表达水平显著升高#如烧

伤皮肤感染区!S"

*关节炎!%"

*口腔上皮!!$"等#而对下

呼吸道感染的研究较少) _342.4等!@"利用铜绿假

单胞菌*金黄色葡萄球菌及肿瘤坏死因子%R8=̀

)

'

等诱导气道上皮细胞和 B[V% 肺泡上皮细胞引起损

伤#发现 (CÌ@ 在损伤的细胞中表达增强) EA()/,-,

等!""亦发现#在金黄色葡萄球菌*大肠埃希菌*铜绿

假单胞菌等细菌性肺炎急性期#(CÌ@ 表达强度增

加#治疗后其表达强度降低) 但这些研究多以单

一菌种刺激呼吸道上皮细胞观察 (CÌ@ 表达的变

化#且缺乏 (CÌ@ 表达量与诱导物剂量之间关系

的研究)

Y1K是革兰阴性菌细胞壁的主要成分#当细菌

死亡或解体时即释放出内毒素#并随血液循环进入

全身各个系统#引起全身炎症反应!!! b!@"

) 内毒素致

急性肺损伤是临床常见危重症#也是实验研究呼吸

系统炎症反应的常用模型) 本研究以多种革兰阴性

菌死亡后释放的产物 Y1K 为诱导物#诱导人支气管

上皮细胞 (CÌ@ /:8B和蛋白的表达#观察不同浓

度Y1K诱导后 (CÌ@ 表达量的变化#为探索 (CÌ@

能否成为可调控*诱导的体内抗菌物质的研究打

下基础)

本研究发现#正常人支气管上皮细胞中 (CÌ@

/:8B及蛋白有微量表达#用 Y1K 诱导培养的支气

管上皮细胞## ( 后即可使 (CÌ@ /:8B的表达明

显增多#V (后即出现 (CÌ@ 蛋白的表达$用不同浓

度的 Y1K 诱导后#(CÌ@ /:8B和蛋白表达亦随之

增多#并与一定剂量范围内的 Y1K 呈剂量依赖性)

(%"[(
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推测当病原微生物侵袭呼吸道时#(CÌ@ 在短时间

内即可表达#参与呼吸道最初的防御反应#并随着感

染的加重 (CÌ@ 表达亦随之增加#推测 (CÌ@ 可能

在机体免疫防御反应中起着重要作用) 随着研究的

不断深入#有望能通过人工调控的方式诱导呼吸道

内源性 (CÌ@ 的表达) 但感染后机体具体通过何

种机制促进 (CÌ@ 的表达#以及 (CÌ@ 表达过多对

机体是否有害#目前尚不十分清楚#有待进一步研

究)

!参&考&文&献"
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V\7
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