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烟曲霉菌提取物对人支气管上皮细胞粒巨噬细胞集落刺激因子表达的影响

龙　飞，高福生，丁　星，祁卉卉，金先桥

上海交通大学附属第一人民医院呼吸内科，上海２０００８０

［摘要］　目的：探讨烟曲霉菌对呼吸道上皮细胞的粒巨噬细胞集落刺激因子（ＧＭＣＳＦ）表达的影响及其可能机制。方法：

分别应用不同浓度（０、８、１６、２０ｍｇ／Ｌ）的烟曲霉菌提取物（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｆｕｍｉｇａｔｕｓｅｘｔｒａｃｔ，ＡＦＥ）作用体外培养人支气管上皮

细胞１６ＨＢＥ１４ｏ不同的时间（１２、２４、４８、７２ｈ）。同时还应用热处理的 ＡＦＥ（ｈｅａｔｔｒｅａｔｅｄＡＦＥ，ＨＴＡＦＥ）、丝氨酸蛋白酶抑制

剂（抑肽酶）、蛋白激酶激活受体２（ＰＡＲ２）激动剂（ＳＬＩＧＬＶＮＨ２）和ＰＡＲ２阻断剂（ＦＳＬＬＲＹＮＨ２）作用１６ＨＢＥ１４ｏ细胞。

应用ＥＬＩＳＡ法检测细胞上清液ＧＭＣＳＦ含量，同时应用ＲＴＰＣＲ法检测ＧＭＣＳＦｍＲＮＡ的表达。结果：正常培养条件下的

对照组细胞仅表达分泌少量ＧＭＣＳＦ，而给予不同浓度的ＡＦＥ作用后，细胞合成和分泌ＧＭＣＳＦ的量较对照组明显增加（Ｐ＜
０．０５），并呈明显的时间和浓度依赖性。ＰＡＲ２激动剂同样可以促进细胞合成分泌ＧＭＣＳＦ。丝氨酸蛋白酶抑制剂和ＰＡＲ２

阻断剂几乎完全抑制ＡＦＥ的上述作用。ＨＴＡＦＥ的蛋白酶活性完全灭活，不能促进细胞ＧＭＣＳＦ表达增加。结论：ＡＦＥ依

赖其蛋白酶活性激活ＰＡＲ２受体，促进呼吸道上皮细胞ＧＭＣＳＦ合成和分泌，从而促进哮喘的发生和发展。

［关键词］　烟曲霉菌；支气管上皮细胞；粒巨噬细胞集落刺激因子；蛋白酶激活受体２
［中图分类号］　Ｒ３６３　　　［文献标志码］　Ａ　　　［文章编号］　０２５８８７９Ｘ（２００８）０８０９１７０４

ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＡｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｆｕｍｉｇａｔｕｓｅｘｔｒａｃｔｏｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＧＭＣＳＦｉｎｈｕｍａｎｂｒｏｎｃｈｉａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ

ＬＯＮＧＦｅｉ，ＧＡＯＦｕｓｈｅｎｇ，ＤＩＮＧＸｉｎｇ，ＱＩＨｕｉｈｕｉ，ＪＩＮＸｉａｎｑｉａｏ

ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＲｅｓｐｉｒａｔｏｒｙＭｅｄｉｃｉｎｅ，ＦｉｒｓｔＰｅｏｐｌｅｓ’ＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＳｈａｎｇｈａｉ，ＳｈａｎｇｈａｉＪｉａｏｔｏｎｇＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ２０００８０，Ｃｈｉｎａ

［ＡＢＳＴＲＡＣＴ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：ＴｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＡｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｆｕｍｉｇａｔｕｓｅｘｔｒａｃｔ（ＡＦＥ）ｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＧＭＣＳＦｉｎ

ｈｕｍａｎｂｒｏｎｃｈｉａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓａｎｄｉｔｓｐｏｓｓｉｂｌｅｍｅｃｈａｎｉｓｍ．Ｍｅｔｈｏｄｓ：Ｈｕｍａｎｂｒｏｎｃｈｉａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ（１６ＨＢＥ１４ｏ）ｗｅｒｅ

ｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎｖｉｔｒｏａｎｄｗｅｒｅｅｘｐｏｓｅｄｔｏｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＡＦＥ（０，８，１６ａｎｄ２０ｍｇ／Ｌ）ｆｏｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｅｒｏｉｄｓ（１２、２４、４８、７２

ｈ）．Ｍｏｒｅｏｖｅｒ，ｈｅａｔｔｒｅａｔｅｄＡＦＥ，ｓｅｒｉｎｅｐｒｏｔｅａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ（ａｐｒｏｔｉｎｉｎ），ｐｒｏｔｅａｓｅａｃｔｉｖａｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒ２（ＰＡＲ２）ａｇｏｎｉｓｔ（ＳＬＩＧＬＶ

ＮＨ２）ａｎｄＰＡＲ２ａｎｔａｇｏｎｉｓｔ（ＦＳＬＬＲＹＮＨ２）ｗｅｒｅａｌｓｏｕｓｅｄｔｏｔｒｅａｔ１６ＨＢＥ１４ｏｃｅｌｌｓ．ＴｈｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎａｎｄｒｅｌｅａｓｅｏｆＧＭＣＳＦ

ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｓｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＥＬＩＳＡ．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＧＭＣＳＦｍＲＮＡｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＲＴＰＣＲ．Ｒｅｓｕｌｔｓ：

１６ＨＢＥ１４ｏｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｏｎｌｙｈａｄｓｌｉｇｈｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＧＭＣＳＦ；ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄ

ａｆｔｅｒＡＦＥｔｒｅａｔｍｅｎｔ（Ｐ＜０．０１）；ａｎｄｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＡＦＥｗａｓｉｎａｔｉｍｅａｎｄｄｏｓｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍａｎｎｅｒ．ＰＡＲ２ａｇｏｎｉｓｔａｌｓｏｐｒｏｍｏｔｅｄ

ｒｅｌｅａｓｅｏｆＧＭＣＳＦ．ＡｐｒｏｔｉｎｉｎａｎｄＰＡＲ２ａｎｔａｇｏｎｉｓｔ（ＦＳＬＬＲＹＮＨ２）ａｌｍｏｓｔｔｏｔａｌｌｙｉｎｈｉｂｉｔｅｄｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＡＦＥｏｎＧＭＣＳＦ

ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｂｙ１６ＨＢＥ１４ｏｃｅｌｌｓ．ＨｅａｔｔｒｅａｔｅｄＡＦＥ，ｗｈｉｃｈｌｏｓｔｐｒｏｔｅａｓｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ，ｅｘｅｒｔｅｄｎｏｅｆｆｅｃｔｏｎＧＭＣＳＦｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ．

Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：ＡＦＥ，ｗｉｔｈｉｔｓｐｒｏｔｅａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙ，ｃａｎａｃｔｉｖａｔｅＰＡＲ２，ａｎｄｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔｌｙｃａｕｓｅｓＧＭＣＳＦｓｙｎｔｈｅｓｉｓａｎｄｒｅｌｅａｓｅｂｙ
ａｉｒｗａｙｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ｗｈｉｃｈｍａｙｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｔｏｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｎｄｄｅｔｅｒｉｏｒａｔｉｏｎｏｆａｓｔｈｍａ．
［ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ］　Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｆｕｍｉｇａｔｕｓ；ｂｒｏｎｃｈｉａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌ；ｇｒａｎｕｌｏｃｙｔｅｍａｃｒｏｐｈａｇｅｃｏｌｏｎｙｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇｆａｃｔｏｒ；

ｐｒｏｔｅａｓｅａｃｔｉｖａｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒ２
［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２００８，２９（８）：９１７９２０］

［收稿日期］　２００８０１０８　　　　［接受日期］　２００８０７０８
［作者简介］　龙　飞，博士生．Ｅｍａｉｌ：ｅａｒｌｆｅｉ＠ｓｊｔｕ．ｅｄｕ．ｃｎ
通讯作者（Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ）．Ｔｅｌ：０２１６３０７１４２８，Ｅｍａｉｌ：ｊｉｎｘｉａｎｑｉａｏ＠１２６．ｃｏｍ

　　曲霉菌是一种广泛存在于空气中的真菌，其孢
子很小，容易进入呼吸道，在生长过程中会释放多种
具有生物活性的酶［１］，烟曲霉菌的感染与哮喘的发
病、发作的严重程度甚至患者的死亡存在明显的相
关性［２］。粒巨噬细胞集落刺激因子（ＧＭＣＳＦ）是一

种重要的炎症因子，促进气道内抗原递呈细胞的成
熟和分化［３］，哮喘ＴＨ１／ＴＨ２失衡［４］，在哮喘的发病
过程中起着非常重要的作用。呼吸道上皮细胞是

ＧＭＣＳＦ的重要来源，而烟曲霉菌是否促进呼吸道
上皮细胞合成和分泌 ＧＭＣＳＦ目前还不清楚。本
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实验通过研究烟曲霉菌提取物（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｆｕ
ｍｉｇａｔｕｓｅｘｔｒａｃｔ，ＡＦＥ）对 人 支 气 管 上 皮 细 胞

１６ＨＢＥ１４ｏ的作用，应用ＥＬＩＳＡ和 ＲＴＰＣＲ分别
检测细胞上清液ＧＭＣＳＦ及细胞ＧＭＣＳＦｍＲＮＡ
的表达，探讨 ＡＦＥ对呼吸道上皮细胞 ＧＭＣＳＦ表
达的影响及其可能的具体机制。

１　材料和方法

１．１　材料　人支气管上皮细胞株１６ＨＢＥ１４ｏ由广
州医学院李冰教授惠赠；合成培养基 ＡＯＡＣ和

Ｚｅｐｅｃｋ培养基（Ｄｉｆｃｏ公司）；ＤＭＥＭ 培养基（Ｇｉｂｃｏ
公司）；新生牛血清（Ｈｙｃｌｏｎｅ公司）；ＴＲＩｚｏｌ（Ｉｎ
ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）；酪蛋白（Ｄｉｆｃｏ公司）；人ＧＭＣＳＦ检
测试剂盒（ＡＬＤ公司）；ＳＬＩＧＬＶＮＨ２（ＨＳｅｒＬｅｕ
ＩｌｅＧｌｙＬｙｓＶａｌＮＨ２）（Ｐｅｐｔｉｄｅｓ公司），ＦＳＬＬＲＹ
ＮＨ２（ＨＰｈｅＳｅｒＬｅｕＡｒｇＴｙｒＮＨ２）（Ｐｅｐｔｉｄｅｓ公
司）；抑肽酶（Ｓｉｇｍａ公司）；逆转录ＲＴ试剂盒（Ｆｅｒ
ｍｅｎｔａｓ公司）；通用型ＰＣＲ试剂盒（上海生工生物
工程技术服务有限公司）；ＢＣＡ法蛋白测定试剂盒
为上海捷瑞公司产品；实验应用的所有引物均由上
海生工生物工程技术服务有限公司合成，其他化学
试剂均为分析纯级。

１．２　人支气管上皮细胞株的培养　ＳＶ４０ＬａｒｇｅＴ
抗原永生化的人支气管上皮细胞系［５］１６ＨＢＥ１４ｏ
由广州医学院李冰教授惠赠。细胞应用含１０％新
生小牛血清、１００Ｕ／ｍｌ青霉素和１００ｍｇ／ｍｌ链霉素
的ＤＭＥＭ培养基，置于３７℃、５％ ＣＯ２中培养，每２
ｄ换液１次，并以０．２５％胰蛋白酶消化传代。实验
前更换无血清的ＤＭＥＭ培养基２４ｈ。

１．３　烟曲霉菌提取物的制备　烟曲霉菌是从本院
临床患者痰中分离培养，其提取物制备参考 Ｋａｕｆｆ
ｍａｎ等［１］的方法。用合成培养基ＡＯＡＣ和Ｚｅｐｅｃｋ
１１混合培养基静置３０℃培养烟曲霉菌６周，普通
滤纸过滤培养基，４℃条件下透析袋（截留相对分子
质量１４０００）透析４８ｈ后，０．４５μｍ滤膜过滤并冻
干－２０℃保存，冻干粉为培养基提取物。应用上述
培养基３０℃摇床（２００ｒ／ｍｉｎ）培养６ｄ，过滤收集菌
丝，冰浴匀浆，１００００×ｇ，３０ｍｉｎ离心取上清，上述
相同条件下透析、过滤、冻干保存，此冻干粉为菌丝
提取物。后续实验应用 ＡＦＥ为培养基提取物和菌
丝提取物的１１混合物。冻干粉溶解于无血清

ＤＭＥＭ用于实验。应用ＢＣＡ法蛋白定量，后续实
验的应用浓度为ＡＦＥ蛋白浓度。热处理的ＡＦＥ为

ＡＦＥ溶液置于６５℃、３０ｍｉｎ［１］。

１．４　蛋白酶活性鉴定［６］　ＡＦＥ总蛋白酶活性测定

以酪蛋白为底物。１５０μｌ４．８ｍｇ／ｍｌＡＦＥ与３００μｌ
１％（Ｗ／Ｖ）酪蛋白（溶于１００ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，５
ｍｍｏｌ／ＬＣａＣｌ２，ｐＨ７．４）３７℃孵育３０ｍｉｎ，加入７００

μｌ１３％三氯乙酸，１０００×ｇ，１０ｍｉｎ离心，检测上清
液在２８０ｎｍ处的光密度（Ｄ２８０）。空白管：先在试管
中加入３００μｌ１％酪蛋白溶液和７００μｌ１３％三氯醋
酸溶液，摇匀后，再加入２００μｌ待测样品，在３７℃保
温３０ｍｉｎ，１０００×ｇ，１０ｍｉｎ离心，检测上清液Ｄ２８０。
一个单位的蛋白酶活力定义为上述条件下１ｍｉｎ增
加０．０１Ｄ值所需要的酶的量。

１．５　细胞培养及实验分组　人支气管上皮细胞株

１６ＨＢＥ１４ｏ常规培养于１０％新生牛血清的ＤＭＥＭ
培养基，细胞生长至单层细胞，培养基无血清

ＤＭＥＭ继续培养２４ｈ。实验分为６组：（１）正常溶
剂对照组：只加入无血清 ＤＭＥＭ 培养基；（２）ＡＦＥ
处理组：给予不同浓度ＡＦＥ（０、８、１６、２０ｍｇ／Ｌ）作用
不同时间（１２、２４、４８、７２ｈ）；（３）热处理 ＡＦＥ（ＨＴ
ＡＦＥ）组：ＨＴＡＦＥ替代ＡＦＥ；（４）抑肽酶（ａｒｐｔｉｎｉｎ，

Ａｐｒ）组：加入ＡＦＥ之前１０ｍｉｎ加入抑肽酶终浓度
为２ｍｇ／Ｌ；（５）ＰＡＲ２激动剂 ＳＬＩＧＩＶＮＨ２组：

ＳＬＩＧＩＶＮＨ２（５０ｍｍｏｌ／Ｌ）替代ＡＦＥ；（６）ＰＡＲ２阻
断剂ＦＳＬＬＲＹＮＨ２组：加入 ＡＦＥ之前１０ｍｉｎ加
入ＦＳＬＬＲＹＮＨ２，终浓度为２００ｍｍｏｌ／Ｌ。（３）～
（６）组均作用２４ｈ。

１．６　ＥＬＩＳＡ方法检测细胞上清中ＧＭＣＳＦ的含量

　ＡＦＥ作用结束后收集细胞上清液，１０００×ｇ，５
ｍｉｎ后－８０℃保存待测。应用ＥＬＩＳＡ法检测ＧＭ
ＣＳＦ，人ＧＭＣＳＦ测定试剂盒购自美国ＡＤＬ公司，
按说明书操作，反应完成后在酶标仪上测定Ｄ４５０，画
出标准曲线，得出最终浓度值。

１．７　ＲＴＰＣＲ检测细胞 ＧＭＣＳＦ基因表达　采用

ＴＲＩｚｏｌ试剂，参照说明书对各实验组细胞的总ＲＮＡ进
行提取。提取的ＲＮＡ测定Ｄ２６０和Ｄ２８０，二者比值在

１．８～２．０之间的用于后续实验。取１μｇＲＮＡ逆转录
合成ｃＤＮＡ，其中１μｌｃＤＮＡ为模板，扩增ＧＭＣＳＦ。
反应条件：９４℃预变性４ｍｉｎ后，９４℃变性４５ｓ，５２℃退
火３５ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，３３个循环，最后７２℃延伸７
ｍｉｎ。取５μｌ扩增产物用１．５％琼脂糖凝胶电泳，溴化
乙锭（ＥＢ）显色，目的条带用图像分析系统作灰度值测
定，以ＮＡＤＰＨ为内参照，ＧＭＣＳＦ与ＮＡＤＰＨ灰度值
比值作为ＧＭＣＳＦｍＲＮＡ的相对含量进行半定量分
析。ＧＭＣＳＦ的引物序列：上游引物５′ＧＣＴＡＡＡ
ＧＴＴＣＴＣＴＧＧＡＧＧＡＴＧ３′，下游引物５′ＣＴＣＣＡＡ
ＧＡＴＧＡＣＣＡＴ ＣＣＴＧＡＧ３′，扩增片段长度为５３６
ｂｐ。ＮＡＤＰＨ的引物序列：上游引物５′ＴＣＣＴＧＴ



第８期．龙　飞，等．烟曲霉菌提取物对人支气管上皮细胞粒巨噬细胞集落刺激因子表达的影响 ·９１９　　 ·

ＧＧＣＡＴＣＣＡＴＧＡＡＡＣＴ３，下游引物５′ＧＡＡＧＣＡ
ＣＴＴＧＣＧＧＴＧＣＡＣＧＡＴ３′，扩增片段为５５５ｂｐ。

１．８　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．０软件进行统计
学分析。所有数据均以珚ｘ±ｓ表示，多组间比较采用
单因素方差分析，两两比较比较采用ｑ检验，Ｐ＜
０．０５认为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　ＡＦＥ的蛋白酶活性　烟曲霉菌的菌丝提取物
和培养基提取物均具有明显的蛋白酶活性，而且菌
丝提取物的活性（４．７２Ｕ／ｍｇ蛋白）明显强于培养
基提取物的活性（１Ｕ／ｍｇ蛋白），而６５℃，３０ｍｉｎ处
理后，两者蛋白酶活性完全灭活。

２．２　１６ＨＢＥ１４ｏ细胞上清中 ＧＭＣＳＦ的含量　
１６ＨＢＥ１４ｏ细胞上清ＥＬＩＳＡ检测发现，ＡＦＥ刺激

１６ＨＢＥ１４ｏ细胞分泌 ＧＭＣＳＦ一定范围内呈浓度
和时间依赖关系。８ｍｇ／ＬＡＦＥ与１６ｍｇ／ＬＡＦＥ
在作用２４ｈ时存在明显的统计学差异（Ｐ＜０．０５），
而１６ｍｇ／ＬＡＦＥ与２４ｍｇ／ＬＡＦＥ在作用２４ｈ时
无统计学差异（Ｐ＞０．０５）。另外１６ｍｇ／ＬＡＦＥ刺
激细胞分泌 ＧＭＣＳＦ与作用时间呈明显的时间依
赖性，作用１２ｈ时 ＧＭＣＳＦ即出现明显的升高
［（３８．３±１．３）ｎｇ／Ｌ］，２４ｈ时为（４５．０±１．９）ｎｇ／Ｌ，

４８ｈ时为（５４．２±２．１）ｎｇ／Ｌ，其两两比较Ｐ值均小

于０．０５。

　　ＰＡＲ２受体激动剂ＳＬＩＧＩＶＮＨ２可以刺激细
胞分泌 ＧＭＣＳＦ，作用 ２４ｈ 时浓度为 （４５．３±
１．８）ｎｇ／Ｌ，与正常溶剂对照组比较（１６．８±１．３）有
显著差异 （Ｐ＜０．０１）。热处理的 ＡＦＥ 不能刺激

１６ＨＢＥ１４ｏ细胞分泌ＧＭＣＳＦ，作用２４ｈ时浓度为
（１６．９±１．６）ｎｇ／Ｌ，与正常溶剂对照组无统计学差
异（Ｐ＞０．０５）。细胞培养基内加入２ｍｇ／Ｌ抑肽酶和

２００ｍｍｏｌ／ＬＰＡＲ２受体阻断剂ＦＳＬＬＲＹＮＨ２几
乎完全抑制 ＡＦＥ的作用，作用２４ｈ时浓度分别为
（１６．２±１．２）ｎｇ／Ｌ、（１７．３±１．７）ｎｇ／Ｌ，与正常溶剂
对照组比较均无统计学差异（Ｐ＞０．０５）。

２．３　１６ＨＢＥ１４ｏ细胞 ＧＭＣＳＦ ｍＲＮＡ 表达结
果　正常１６ＨＢＥ１４ｏ细胞仅有少量表达 ＧＭＣＳＦ
ｍＲＮＡ，其 ＧＭＣＳＦ／ＧＡＤＰＨ 灰度比值０．１０８±
０．０１０，而１６ｍｇ／ＬＡＦＥ作用１２ｈ时灰度比值为

０．３６９±０．０１６，较正常细胞明显升高（Ｐ＜０．０５），当
作用时间为２４ｈ时灰度比值为０．５５２±０．０１６（Ｐ＜
０．０１），４８ｈ（灰度比值０．５７７±０．０１９）与２４ｈ无统
计学差异（Ｐ＞０．０５）。１６ｍｇ／ＬＡＦＥ作用２４ｈ灰
度比值较８ｍｇ／ＬＡＦＥ（灰度比值０．３２０±０．０２６）有
统计学差异（Ｐ＜０．０５），而２４ｍｇ／ＬＡＦＥ（灰度比值

０．５７３±０．０１６）与１６ｍｇ／ＬＡＦＥ没有明显的差异
（Ｐ＞０．０５），见图１。

图１　ＡＦＥ对ＧＭＣＳＦｍＲＮＡ表达的影响

Ｆｉｇ１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＡＦＥｏｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＧＭＣＳＦｍＲＮＡ

３　讨　论

　　哮喘是一种多种炎症细胞、炎性介质和细胞因子
参与的气道慢性炎症，哮喘气道炎症中细胞的功能、
细胞间的相互作用及细胞的生长和分化受多种细胞

因子的调控。其中ＧＭＣＳＦ主要由Ｔ细胞和巨噬细
胞产生，近年来发现哮喘患者的气道上皮细胞也是

ＧＭＣＳＦ的重要来源［７］。在哮喘发病中，ＧＭＣＳＦ促
进气道主要抗原递呈细胞树突状细胞的成熟［３］，诱导

Ｔ细胞前体生长，促进嗜酸粒细胞气道内募集，参与
调节嗜酸细胞成熟、分化、活化和脱颗粒以及凋亡等
过程［８］，引起气道上皮损伤、炎症细胞浸润以及气道

高反应性等［９］。ＧＭＣＳＦ可促进中性粒细胞增生并
延长其寿命，诱导中性粒细胞脱颗粒，增加中性粒细
胞ＰＡＦ、ＬＴＢ４的合成［１０］。ＧＭＣＳＦ还可激活肥大细
胞，促使肥大细胞表面表达高亲和力的ＩｇＥ受体［１１］。
因此，ＧＭＣＳＦ几乎参与了从过敏原致敏到哮喘发病
后气道炎症的整个病理生理过程。

　　烟曲霉菌自身抗原性和其释放出的蛋白酶能发
挥多种生物活性，使其在哮喘发生发展中的地位日
益受到重视［２］，我们以往的实验也证实了烟曲霉菌
的感染可以明显加重大鼠哮喘的严重程度［１２］，但是
其具体的机制还不清楚。

　　本实验制备的 ＡＦＥ具有明显的蛋白酶活性。
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其中菌丝提取物的蛋白酶活性明显高于 ＡＦＥ的蛋
白酶活性。实验中应用的 ＡＦＥ为烟曲霉菌菌丝提
取物和烟曲霉菌培养基提取物的１１混合物，分别
代表了烟曲霉菌菌丝的成分和生长过程中分泌到周

围环境内的蛋白成分，ＡＦＥ体外作用可以代表吸入
的烟曲霉菌对呼吸道上皮细胞的特异性作用。

　　本实验发现ＡＦＥ作用于人支气管上皮细胞可
以直接诱导气管上皮细胞的ＧＭＣＳＦｍＲＮＡ表达
上调从而使细胞合成和分泌ＧＭＣＳＦ明显增加，而
且呈明显的时间和浓度依赖关系。热处理的 ＡＦＥ
蛋白酶活性完全丧失并不能有效刺激细胞合成和分

泌ＧＭＣＳＦ，另外实验应用的２ｍｇ／Ｌ抑肽酶可以
完全抑制反应体系中的丝氨酸蛋白酶活性，而２
ｍｇ／Ｌ抑肽酶几乎完全抑制 ＡＦＥ刺激细胞合成和
分泌ＧＭＣＳＦ，因此ＡＦＥ依赖其丝氨酸蛋白酶活性
刺激细胞合成分泌ＧＭＣＳＦ。

　　蛋白激酶激活受体２（ｐｒｏｔｅａｓｅａｃｔｉｖａｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒ
２，ＰＡＲ２）在哮喘患者的呼吸道上皮细胞表达明显升
高，该受体激活后可以导致嗜酸粒细胞的侵润、气道
的高反应性和血清中总的ＩｇＥ水平等哮喘的多种病
理生理过程［１３］。本实验应用的１６ＨＢＥ１４ｏ细胞表达

ＰＡＲ２受体［１４］。另外研究发现ＰＡＲ２激活可以明显
促进呼吸道上皮细胞合成分泌多种细胞因子［１５］。为
了进一步研究 ＡＦＥ刺激上皮细胞细胞合成和分泌

ＧＭＣＳＦ的机制，实验应用ＰＡＲ２激动剂（ＳＬＩＧＩＶ
ＮＨ２）和阻断剂（ＦＳＬＬＲＹＮＨ２）［１６］，发现ＰＡＲ２激动
剂可以刺激上皮细胞产生ＧＭＣＳＦ，而阻断剂几乎完
全抑制ＡＦＥ刺激上皮细胞产生ＧＭＣＳＦ。

　　结果表明ＡＦＥ依靠其丝氨酸蛋白酶活性激活
上皮细胞的ＰＡＲ２，使细胞 ＧＭＣＳＦｍＲＮＡ表达
增加，从而使细胞合成和分泌 ＧＭＣＳＦ明显增加，
从而促进树突状细胞的成熟，促进嗜酸粒细胞气道
内募集、成熟、分化、活化和脱颗粒等过程。本实验
为ＰＡＲ２成为未来哮喘预防和治疗的有效靶点奠
定一定实验依据，但是 ＡＦＥ如何激活ＰＡＲ２及参
与的下游信号分子还需要进一步研究。

　　（志谢　非常感谢广州医学院李冰教授无私馈
赠我们人支气管上皮细胞株１６ＨＢＥ１４ｏ。非常感
谢荷兰Ｇｒｏｎｉｎｇｅｎ大学医学院变态反应学实验室

Ｋａｕｆｆｍａｎ教授提供我们制备烟曲霉菌提取物的具
体的实验方法）
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