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红霉素抑制QU'c%8IB通路增加W;<1蛋白表达减轻烟草
烟雾暴露下单核细胞炎性反应的效果研究"
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!!"摘要#!目的!研究红霉素通过抑制QU'c$8IB通路增加W;<1蛋白表达从而减轻烟草烟雾暴露下单核细
胞炎性反应的效果'方法!以人单核细胞株"N('-%为研究对象!采用烟草烟雾提取物"2KT%制造细胞氧化应
激模型!分为空白对照"W2%组&2KT组"2KT刺激细胞%&红霉素组"红霉素预孵育52KT刺激细胞%&抑制剂组
"QU'c通路抑制剂\a1(0%%1预孵育52KT刺激细胞%等0组'根据转染W;<1.+#7W8干扰细胞中W;<1蛋白
的表达!分为+#7W8W2对照组&+#7W8W252KT组&W252KT5红霉素组&W;<1.+#7W8组&W;<1.+#7W85
2KT组&W;<1.+#7W852KT5红霉素组等)组'采用逆转录.聚合酶链式反应"74.Q27%检测各组细胞中8IB
@7W8&W;<1@7W8的表达'采用 :̀+B:;,EG"BB#,D检测各组细胞内 8IB&Q8IB&W;<1&核因子"WR%.&3A)6
蛋白的水平'结果!与空白对照组比较!2KT组白细胞介素./"U\./%水平明显升高!Q8IB及 WR.&3A)6蛋白
的表达水平上升!W;<1蛋白及W;<1@7W8的表达水平下降'红霉素组和抑制剂组U\./水平较2KT组下降!
Q8IB及WR.&3A)6蛋白的表达水平下降!W;<1蛋白及W;<1@7W8的表达水平有所升高'不同细胞氧化应激
模型组8IB@7W8水平比较差异无统计学意义"!%%&%6%'W;<1.+#7W8组W;<1的表达水平较+#7W8W2组
明显降低!但与 W;<1.+#7W852KT组&W;<1.+#7W852KT5红霉素组比较无明显差异#+#7W8 W2.2KT组
W;<1表达水平下降!而W2.2KT5红霉素组表达水平上升#+#7W8W2.2KT组及W;<1.+#7W852KT组WR.&3
A)6及Q8IB表达水平上升!但+#7W8W2.2KT5红霉素组&W2.2KT5红霉素组表达水平下降'W;<1.+#7W8
组与+#7W8W2组WR.&3A)6及Q8IB表达水平无明显差异'不同干扰组间8IB蛋白的表达水平无明显差异'
结论!红霉素可通过抑制QU'c$8IB通路增加W;<1蛋白的表达减轻烟草烟雾暴露下单核细胞的炎性反应'
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!!慢性阻塞性肺疾病$2[QZ'是累及肺部及全身的
慢性炎症性疾病#疾病呈进行性发展#严重的2[QZ
致残率及致死率较高#会影响患者生活质量#给患者
带来极大的心理负担及经济负担*烟草烟雾及环境
污染等可引起氧化应激#导致氧化损伤#进而直接损
伤气道上皮+加重气道的炎症反应#亦可导致蛋白酶
抗蛋白酶失衡等#最终导致气流受限($.1)*患者脱离
氧化应激环境后气流受限不能完全逆转#呈持续性的
气流受限#这是导致 2[QZ发生+发展的主要原因
之一*

红系衍生的核因子相关因子1$W;<1'是具有调节
抗氧化基因+维持细胞内氧化还原平衡+抑制凋亡及
炎症等多种生物活性的关键转录因子#其与多种细胞
因子相互关联#从而发挥多重保护作用('.0)*W;<1与
氧化应激+炎症反应+呼吸系统疾病+恶性肿瘤+癌前
病变及心血管疾病等的发生+发展有着密切的联
系(6.))*近年来#研究发现 W;<1在2[QZ的发生+发
展中具有重要作用(-./)*有研究表明#QU'c信号通路
激活W;<1#进而对抗氧化应激#维持氧化"抗氧化平
衡(()*然而#是否有药物可以通过作用于 W;<1进而
改善2[QZ患者的炎症反应#国内外尚无类似研究*
作者以此为切入点#以单核细胞株$N('-细胞'为研
究对象#观察红霉素是否能够通过作用于 W;<1蛋白
的表达#减轻烟草烟雾暴露下单核细胞的炎症反应#
同时验证在单核细胞炎症反应中#QU'c"8IB通路与

W;<1的关系#以及 W;<1是否受QU'c"8IB通路的调
控*本研究将为2[QZ的防治提供新的思路*

?!材料与方法

?&?!材料

以人N('-细胞为研究对象#购于中国科学院细
胞库*

?&@!方法

?&@&?!分组
采用烟草烟雾提取物$2KT'制造细胞氧化应激

模型#分为以下0组!空白对照组$'_''#细胞培养液
培养N('-细胞#不给予红霉素及2KT干预&2KT组
$'_''#给予2KT刺激细胞过夜&红霉素组$'_''#
给予红霉素预孵育1C后予2KT刺激过夜&抑制剂组
$'_''#给予QU'c"8IB抑制剂\a1(0%%1预孵育1C
后予2KT刺激过夜*根据转染 W;<1.+#7W8干扰细
胞W;<1蛋白表达方式#分为以下)组!+#7W8W2对
照组$'_''#采用细胞培养液培养#不给予红霉素及

2KT干预&+#7W8W252KT组$'_''#给予2KT刺
激细胞过夜&W252KT5红霉素组$'_''#给予红霉
素预孵育1C后予 2KT刺激过夜&W;<1.+#7W8 组
$'_''#应用脂质体法W;<1.+#7W8转染N('-细胞#
转染后的细胞应用细胞培养液培养&W;<1.+#7W85
2KT组$'_''#转染后的细胞给予2KT刺激细胞过
夜&W;<1.+#7W852KT5红霉素组$'_''#转染后的
细胞给予红霉素预孵育1C后予2KT刺激过夜*

?&@&@!N('-细胞的培养

N('-细胞为悬浮细胞#采用由 7QXU$)0%培养
基及胎牛血清配置+含$%̂ 胎牛血清的培养基培养#
于二氧化碳培养箱'-f+6̂ 2[1 环境中温育*培养
基0f存储*严格按照无菌操作#无菌台使用前打开
紫外灯照射'%@#,#各种所需的容器+枪头等物品必
须经高压灭菌消毒后才能用于细胞培养*应用脂质
体法 W;<1.+#7W8转染 N('-细胞*给予QU'c"8IB
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抑制剂\a1(0%%1预孵育1C后予2KT刺激过夜*
?&@&A!2KT的刺激及红霉素&抑制剂的干预

$$'2KT的制备与应用*将1支去过滤嘴燃烧的
香烟烟雾由注射器驱动装置连续抽吸#将烟雾缓慢通
入1%@\无血清的培养基中#制成悬液#放入密封瓶
内#摇动使其充分溶解#应用紫外分光光度计$波长
'1%,@#吸光系数$-&6'测量烟草烟雾提取物的浓
度*$1'2KT及红霉素的水平确定*应用3;!F法确
定试验中所应用的2KT及红霉素水平*$''红霉素及
抑制剂的干预*红霉素组给予红霉素预孵育1C后予
2KT刺激过夜&抑制剂组+2KT组应用细胞培养液代
替红霉素#其余不变&空白对照组应用细胞培养液代
替2KT及红霉素*经以上处理后#离心并获取上清液
及细胞*
?&@&B!各项指标的检测

$$'U\./水平*采用酶联免疫吸附试验$T\UK8#
武汉华美生物工程有限公司'测定各组细胞上清液中
U\./的浓度*$1'8IB@7W8+W;<1@7W8及核因子
$WR'.&3A)6@7W8水平*采用逆转录.聚合酶链式
反应$74.Q27'检测各组细胞中 8IB@7W8+W;<1
@7W8+WR.&3A)6@7W8的表达*$''8IB+Q8IB+
W;<1+WR.&3A)6蛋白水平*采用 :̀+B:;,EG"BB#,D
检测各组细胞内8IB+Q8IB+W;<1+WR.&3A)6蛋白的
表达*
?&A!统计学处理

采用KQKK11&%统计学软件进行数据分析#计量

资料以G]E表示#组间比较采用单因素方差分析&计
数资料以频数或百分比表示#组间比较采用!1 检验*
!$%&%6为差异有统计学意义*
@!结!!果
@&?!空白对照组&2KT组&红霉素组&抑制剂组U\./
水平比较

与空白对照组比较#2KT组U\./水平明显升高#
红霉素组+抑制组U\./水平较 2KT 组下降$! $
%&%$'*见表$*

表$!!不同细胞氧化应激模型组U\./浓度

!!!比较&G]E''D%\(

组别 ' 浓度

空白对照组 ' $$&1]$&-

2KT组 ' '(&1]6&$>

红霉素组 ' 1)&-]'&)E

抑制剂组 ' 1'&(]6&1E

!!>!!$%&%$#与空白对照组比较&E!!$%&%$#与2KT组比较*

@&@!不同细胞氧化应激模型组细胞中 8IB@7W8&
W;<1@7W8及WR.&3A)6@7W8比较

不同细胞氧化应激模型组细胞中8IB@7W8差
异无统计学意义$!%%&%6'*2KT组W;<1@7W8表
达较空白对照组下降#WR.&3A)6@7W8表达升高&
红霉素组和抑制剂组 W;<1@7W8 表达有所提高#
WR.&3A)6@7W8表达降低*见图$*

!!"!!$%&%$&(!!%%&%6&,+!!%%&%6*

图$!!不同细胞氧化应激模型组细胞中8IB@7W8$W;<1@7W8及WR.&3A)6@7W8比较

@&A!不同细胞氧化应激模型组细胞中 8IB&Q8IB&

W;<1及WR.&3A)6蛋白表达比较

0组细胞中 8IB蛋白表达无明显差异*2KT组

W;<1蛋白达较空白对照组下降#Q8IB及 WR.&3A)6
蛋白表达升高&红霉素组和抑制剂组 W;<1蛋白表达
有所提高#Q8IB及WR.&3A)6蛋白表达降低#但两组
间无明显差异*见图1*

@&B!不同干扰组中细胞 8IB&Q8IB&W;<1及 WR.&3
A)6蛋白表达比较

W;<1.+#7W8组W;<1蛋白表达较+#7W8 W2组

明显 降 低#但 与 W;<1.+#7W8 5 2KT 组 及 W;<1.
+#7W852KT5红霉素组比较无明显差异&W;<1.+#7.
W8组的WR.&3A)6蛋白表达较+#7W8W2组升高&

+#7W8W252KT组W;<1蛋白表达较+#7W8W2组
降低#而 W252KT5红霉素组较+#7W8 W252KT
组表达升高&+#7W8W2组与W;<1.+#7W8组的Q8IB
蛋白表达无差异#但+#7W8 W252KT组+W;<1.+#7.
W852KT组表达均升高#而 W252KT5红霉素组+

W;<1.+#7W852KT5红霉素组表达又再度降低*不
同干扰组间8IB蛋白表达无明显差异*见图'*
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!!V8QZL!甘油醛.'.磷酸脱氢酶#内参&5!加入&S!不加入*

图1!!不同细胞氧化应激模型组细胞中8IB$Q8IB$W;<1
及WR.&3A)6蛋白表达比较

!!5!加入&S!不加入*

图'!!不同干扰组中细胞8IB$Q8IB$W;<1及WR.&3A)6
蛋白表达比较

A!讨!!论

W;<1活化受蛋白磷酸化的调控*目前认为#丝裂
原活化蛋白激酶$X8Qc'+QU'c+蛋白激酶2$Qc2'
等信号通路分子广泛参与了W;<1的活化和核转位过
程#诱导W;<1核转位的信号通路类型与诱导剂+细胞
种类等因素相关*有研究表明#QU'c"8IB.W;<1信号
通路激活是兔内毒素休克诱发急性肺损伤时机体的

适应性调节机制($%)*然而#在2[QZ炎症的发生与
发展中#W;<1的表达如何受QU'c"8IB通路调节尚不
明确#是否有抗炎药物能够通过作用于 QU'c"8IB.
W;<1信号通路减轻2[QZ的炎症反应#国内外尚无
相关研究*

本研究结果表明#单核细胞经2KT刺激后炎症细
胞因子水平提高#WR.&3A)6升高#QU'c"8IB通路关
键蛋白Q8IB表达增加#W;<1表达下降&经红霉素干
预后炎症反应减轻#Q8IB表达下降#而 W;<1水平升

高*应用QU'c"8IB通路抑制剂\a1(0%%1作为本研
究的阳性对照#其与红霉素有同样的效果*烟草烟雾
刺激后单核细胞炎症反应增加#与QU'c"8IB通路激
活+W;<1蛋白表达下降有关#红霉素及通路抑制剂均
可抑制QU'c"8IB通路活性#提高 W;<1蛋白的表达#
进而减轻烟草烟雾暴露下单核细胞的炎症反应*为
进一步证实QU'c"8IB通路与W;<1蛋白的关系#作者
转染W;<1.+#7W8干扰细胞中W;<1蛋白的表达#应用

+#7W8W2组作为对照#结果表明#W;<1.+#7W8组的

WR.&3A)6蛋白表达较+#7W8W2组升高#进一步证
明W;<1表达下降可导致炎症反应增加&而两组的

Q8IB蛋白表达无差异#证明 W;<1的变化不影响

QU'c"8IB通路活性*结合前述实验结果#证明 W;<1
在QU'c"8IB下游#受QU'c"8IB通路的调控#红霉素
可通过作用于QU'c"8IB.W;<1减轻烟草烟雾暴露导
致的单核细胞炎症反应*

国外有研究显示#W;<1系统的激活被认为是一种
有效的细胞保护策略#可用于治疗不同的疾病#例如
新型冠状病毒感染($$)*此外#2[QZ相关的研究显
示#W;<1激活剂2QNa$(1%$/通过激活W;<1#在对抗
氧化应激和改善代谢方面显示出显著效果($1)*在经

2KT和脂多糖处理的 860(细胞中#ZJ.$通过激活

,̀B'>").?>B:,#,信号通路来调节W;<1介导的 X7Q$
表达和抗氧化防御#以上两项研究可能在2[QZ的治
疗方面提供潜在的靶点和新思路($')*紫杉醇可能通
过刺激W;<1信号通路来抑制苯并芘所致肺损伤的氧
化应激和炎症反应($0)*由此可见#W;<1的作用在近
年来受到了广泛关注#值得进一步的研究与探索*

综上所述#QU'c"8IB信号通路活性及其下游

W;<1蛋白的表达与烟草烟雾暴露的单核细胞炎症反
应表达有关#红霉素能够抑制QU'c"8IB通路活性#
增加W;<1蛋白表达#减轻炎症反应#这将为今后的研
究及防治工作提供新思路及实验依据*
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