
书书书

第二军医大学学报　２０１０年９月第３１卷第９期　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ａｊｓｍｍｕ．ｃｎ
ＡｃａｄｅｍｉｃＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｅｐ．２０１０，Ｖｏｌ．３１，Ｎｏ．９

·９３７　　 ·

ＤＯＩ：１０．３７２４／ＳＰ．Ｊ．１００８．２０１０．００９３７ ·论　著·

慢性哮喘肺组织组蛋白去乙酰化酶活性降低对气道平滑肌细胞表型转

变的影响

胥武剑１，宁允叶１，洪伟峻１，邵　艳１，蔡在龙２，李　强１

１．第二军医大学长海医院呼吸内科，上海２００４３３

２．第二军医大学长海医院中心实验室，上海２００４３３

　　［摘要］　目的　探讨慢性哮喘病理生理过程中肺组织组蛋白去乙酰化酶（ＨＤＡＣ）活性变化趋势及其对气道平滑肌细胞
表型及生物学性状的影响。方法　构建慢性哮喘小鼠模型，检测肺组织ＨＤＡＣ活性。以ＨＤＡＣ抑制剂曲古霉素Ａ（ＴＳＡ）刺
激体外培养的大鼠气管平滑肌及人原代支气管平滑肌细胞，采用蛋白质印迹、ＭＴＴ、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ及三维凝胶收缩等方法检测抑

制 ＨＤＡＣ活性对气道平滑肌细胞表型转变的影响及其相应的细胞增殖、迁移、收缩能力的变化。结果　慢性哮喘组小鼠肺
组织 ＨＤＡＣ活性为（０．３７１±０．０５４）μｍｏｌ／（Ｌ·μｇ），较正常对照组的（０．６０３±０．０３４）μｍｏｌ／（Ｌ·μｇ）显著降低，差异有统计学

意义（Ｐ＜０．０１）。ＴＳＡ（０．５μｍｏｌ／Ｌ）作用后１２～２４ｈ，体外培养的大鼠气管平滑肌环及人支气管平滑肌细胞的αｓｍａｃｔｉｎ、

ＳＭ２２α表达明显增加，作用后２４ｈ及４８ｈ支气管平滑肌细胞数目分别为（１．７１９±０．０４４）×１０４及（１．８０８±０．００９）×１０４个，明

显低于空白对照组的（１．９１１±０．０４８）×１０４及（２．５３７±０．０１）×１０４个（Ｐ＜０．０５）。血小板源性生长因子（ＰＤＧＦ）诱导的支气管平

滑肌细胞迁移数也在 ＴＳＡ作用后显著降低（８８±７．６３２ｖｓ５２±７．５，Ｐ＜０．０５）。此外，ＴＳＡ作用２４ｈ后的三维凝胶收缩率

［（９．８８５±７．０８４）％］较空白对照组［（４４．８４４±３．８０８）％］及ＰＤＧＦ组［（４１．３１５±７．９４３）％］明显降低（Ｐ＜０．０５）。结论　慢性哮
喘小鼠肺部ＨＤＡＣ的活性下降，可能与气道平滑肌细胞向“收缩型”转变有关，但ＨＤＡＣ活性下降并不增加细胞的收缩能力。
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　　气道结构重塑尤其是气道平滑肌重塑是支气管
哮喘的重要特征［１］。在重塑的过程中，支气管平滑
肌细胞在增殖、凋亡、迁移、收缩等细胞生物学性状
上发生一系列改变，现已认识到这些改变与气道平
滑肌细胞表型转变密切相关，其中涉及多种表型蛋
白的表达调控，但具体机制尚不明确［２］。组蛋白去
乙酰化酶（ｈｉｓｔｏｎｅｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅ，ＨＤＡＣ）能通过调节
组蛋白的乙酰化状态而调控基因的转录，有研究报
道哮喘患者气道组织及肺泡灌洗液中 ＨＤＡＣ活性
下降［３４］，提示其可能参与了哮喘的病理生理过程，
但其是否参与慢性哮喘病程中支气管平滑肌细胞的

表型转变的调控尚未见报道。

１　材料和方法

１．１　实验材料　４～６周龄雄性ＢＡＬＢ／ｃ小鼠１６
只，清洁级，体质量１５～２１ｇ；雄性ＳＤ大鼠，体质量

１５０～２００ｇ，均由上海斯莱克实验动物有限责任公
司提供，实验动物许可证号：ＳＣＸＸ（沪）２００７０００３。
饲养于空调房间（２５℃左右），无卵清蛋白（ＯＶＡ）饮
食。人支气管平滑肌细胞株（美国ＳｃｉｅｎｃｅＣｅｌｌ公
司），ＯＶＡ（ＧｒａｄｅⅤ、９８％，美国Ｓｉｇｍａ公司），氢氧
化铝（美国Ｓｉｇｍａ公司），ＨＤＡＣ检测试剂盒（美国

ＢｉｏＶｉｓｉｏｎ公司），高级ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液、胎牛血
清（美国Ｇｉｂｃｏ公司），曲古霉素Ａ（ＴＳＡ，美国Ｓｉｇｍａ
公司），甲基噻唑基四唑（ｍｅｔｈｙｌｔｈｉａｚｏｌｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉ
ｕｍ，ＭＴＴ，美国 Ａｍｒｅｓｃｏ公司），Ⅰ型胶原蛋白（杭
州生友生物技术有限公司），血小板源性生长因子
ＢＢ（ＰＤＧＦＢＢ，美国 Ｒ＆Ｄ公司），抗 ＧＡＰＤＨ 抗体
（上海康成生物工程有限公司），ＨＲＰ标记的抗α
ｓｍａｃｔｉｎ抗体（美国 Ａｂｃａｍ 公司），ＨＲＰ标记的抗

ＳＭ２２α抗体（美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司）。

１．２　动物分组及哮喘小鼠模型构建　采用随机数
字表法将小鼠分为２组：正常对照组和慢性哮喘组，
每组８只。参考Ｔｅｍｅｌｋｏｖｓｋｉ等［５］方法建立慢性哮

喘小鼠模型。慢性哮喘组于第０、７、１４天腹腔注射

２００μｌ０．０１％ＯＶＡ（每１０ｍｌ含ＯＶＡ１ｍｇ、氢氧化
铝８ｍｌ）致敏，并自第２１天开始，每周给予２．５％
ＯＶＡ雾化激发３次，每次３０ｍｉｎ，共８周。正常对
照组同时给予相同体积的生理盐水腹腔注射及雾

化。末次激发后２４ｈ，脱颈法处死小鼠并取材。

１．３　体外气管环培养　参照文献［６７］方法，将

１．５％的琼脂倒入培养皿中，待琼脂凝固后形成厚度
为１０ｍｍ左右的琼脂板，在其上打出直径为１０ｍｍ
大小的琼脂孔。ＳＤ大鼠脱颈处死后，无菌分离出气
管并剔除内膜、周围血管及结缔组织，循气管软骨剪
成宽约１ｍｍ的气管环，将气管环置于制备好的琼
脂孔中，加高级ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液１ｍｌ，３７℃、５％
ＣＯ２孵箱中培养４８ｈ。

１．４　细胞培养　人原代支气管平滑肌细胞以含

５％胎牛血清的高级 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液于３７℃、

５％ＣＯ２孵箱中培养。第５～９代细胞用于后续实验。
细胞在药物处理前撤血清饥饿２４ｈ。ＴＳＡ 采用

ＤＭＳＯ溶解，实验时采用同等浓度的ＤＭＳＯ作为空
白对照组。

１．５　肺组织病理切片及染色　将肺组织４％ 多聚

甲醛固定，常规脱水，石蜡包埋，切片（厚度为５μｍ）。

ＨＥ染色，观察炎症细胞浸润及气道重塑情况。

１．６　肺组织 ＨＤＡＣ活性检测　按照试剂盒说明
书，从液氮保存的小鼠肺组织中抽提出核蛋白并定
量后，在９６孔板中每孔加入１００μｇ核蛋白，并补

ｄｄＨ２Ｏ至８５μｌ。先后加入 ＨＤＡＣ分析缓冲液及显
色底物后，３７℃孵育１ｈ。然后加入赖氨酸显色剂继
续孵育３０ｍｉｎ，并于酶标仪中４０５ｎｍ检测光密度。

１．７　细胞增殖实验　对数增长期细胞以１×１０４／孔
的密度接种于９６孔板中，并以不同浓度（０、０．５、１、

２、６μｍｏｌ／Ｌ）的ＴＳＡ作用细胞，并分别于２４、４８、７２
ｈ采用 ＭＴＴ法检测细胞数目以评价细胞增殖。

１．８　细胞迁移实验　采用 Ｍｉｌｌｉｃｅｌｌ公司的细胞迁
移小室（８μｍ孔径，２４孔板）完成细胞迁移实验。细
胞以５×１０５／孔的密度接种至６孔板中并以ＰＤＧＦ
ＢＢ或ＴＳＡ处理２４ｈ。将处理后的细胞收获并与无
血清高级ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液重悬后，以１×１０４／孔
的密度接种至迁移小室的上室，下室添加含１０％高
级ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液。迁移５ｈ后，固定细胞，拭
去上室细胞后，以０．１％结晶紫染色并于显微镜下计
数。

１．９　细胞收缩实验　对数生长期细胞以５×１０５／孔
接种至 ６０ ｍｍ 培养皿中，贴壁过夜后，分别加

ＰＤＧＦＢＢ或ＴＳＡ处理２４ｈ。配制三维凝胶（含Ⅰ
型胶原蛋白４５０μｌ，１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ３０μｌ，１０×ＰＢＳ
５３μｌ），加入细胞悬液９６７μｌ（含３×１０

５个细胞）后使
凝胶终浓度为１．５ｍｇ／ｍｌ并接种至３５ｍｍ培养皿
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中。室温孵育２０ｍｉｎ至完全凝固后置于３７℃、５％
ＣＯ２孵箱中继续培养过夜以使细胞完全伸展。接种
后２４ｈ以沿培养皿边缘针头分离凝胶开始凝胶收
缩实验。２４ｈ后拍照并采用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６．０软
件测量凝胶面积。

１．１０　蛋白质印迹分析　收获的肺组织或细胞总蛋
白经定量、变性、电泳、转膜及封闭后，分别采用

ＨＲＰ标记的αｓｍａｃｔｉｎ、ＳＭ２２α抗体检测这２种蛋
白的表达。ＧＡＰＤＨ作为内参照。

１．１１　统计学处理　数据均以珚ｘ±ｓ表示，应用

ＳＰＳＳ１３．０软件，２组间均数的比较采用ｔ检验，多
组间均数的比较采用方差分析。检验水平（α）为

０．０５。

２　结　果

２．１　 慢性哮喘小鼠肺组织病理及 ＨＤＡＣ 活
性　ＯＶＡ反复激发后，病理切片 ＨＥ染色结果显示
正常对照组肺组织变化不明显（图１Ａ），而慢性哮喘
组小鼠肺部炎症细胞浸润，气道黏膜明显增厚，气道
平滑肌层增厚，符合典型的哮喘慢性气道炎症及气
道重塑表型（图１Ｂ）。分别抽提２组小鼠肺组织总蛋
白并检测其 ＨＤＡＣ活性［μｍｏｌ／（Ｌ·μｇ）］，发现慢
性哮喘组小鼠肺组织 ＨＤＡＣ活性较正常对照组明
显降低［（０．３７１±０．０５４）ｖｓ（０．６０３±０．０３４），Ｐ＜
０．０１］。提示慢性哮喘状态下肺组织 ＨＤＡＣ活性降
低。

图１　慢性哮喘小鼠模型的肺组织病理图

Ｆｉｇ１　Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｆｉｎｄｉｎｇｓｏｆｌｕｎｇｉｎｍｏｕｓｅ

ｃｈｒｏｎｉｃａｓｔｈｍａｍｏｄｅｌｓａｎｄｃｏｎｔｒｏｌａｎｉｍａｌｓ（ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ）

Ａ，ａ：Ｓａｌｉｎｅｔｒｅａｔｅｄｃｏｎｔｒｏｌｍｏｕｓｅ；Ｂ，ｂ：ＯＶＡｓｅｎｓｉｔｉｚｅｄ／ｃｈａｌｌｅｎｇｅｄ

ｍｏｕｓｅ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００（Ａ，Ｂ）；×４００（ａ，ｂ）

２．２　抑制 ＨＤＡＣ活性对支气管平滑肌细胞表型转

变的影响　为明确 ＨＤＡＣ活性下降对气道平滑肌

表型转变的影响，我们首先分离ＳＤ大鼠气管环并进

行体外培养。蛋白质印迹结果显示，体外无血清培

养后４８ｈ，气道平滑肌组织ＳＭ２２α表达显著增加，

而αｓｍａｃｔｉｎ变化不明显，提示低血清环境下支气

管平滑肌细胞向“收缩型”转变。ＰＤＧＦ具有促进平

滑肌细胞向“分泌型”转变的作用，体外培养的气管

平滑肌细胞加入ＰＤＧＦＢＢ（５０ｎｇ／ｍｌ）后，αｓｍａｃ

ｔｉｎ、ＳＭ２２α表达均明显降低。而在加入 ＴＳＡ（０．５

μｍｏｌ／Ｌ）抑制 ＨＤＡＣ活性后，ＰＤＧＦ诱导的平滑肌

细胞表型转变被逆转，同时，ＴＳＡ单独作用也可促进

αｓｍａｃｔｉｎ、ＳＭ２２α的表达（图２Ａ）。细胞实验进一

步证实，人原代支气管平滑肌细胞在ＴＳＡ处理１２、

２４ｈ后，αｓｍａｃｔｉｎ、ＳＭ２２α蛋白的表达均明显升高

（图２Ｂ）。这些结果提示抑制 ＨＤＡＣ活性可促进气

道平滑肌细胞向“收缩型”转变。

图２　ＨＤＡＣ活性降低对气道平滑肌细胞表型转变的影响

Ｆｉｇ２　ＥｆｆｅｃｔｏｆｄｅｃｒｅａｓｅｄＨＤＡＣａｃｔｉｖｉｔｙ
ｏｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｍａｒｋｅｒｓ

ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆαｓｍａｃｔｉｎａｎｄＳＭ２２αｉｎｃｕｌｔｕｒｅｄｒａｔｔｒｏｃｈｅｓ（Ａ）ａｎｄ

ｈｕｍａｎｂｒｏｎｃｈｉａｌｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ（Ｂ）ａｆｔｅｒｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｗｉｔｈｔｒｉ

ｃｈｏｓｔａｔｉｎ（ＴＳＡ）

２．３　抑制 ＨＤＡＣ活性对支气管平滑肌细胞增殖、
迁移、收缩的影响　已知支气管平滑肌细胞的表型

转变伴随着细胞生物学特性的改变。为进一步明确

ＨＤＡＣ活性降低对气道平滑肌细胞生物学特性的影
响，我们检测了细胞增殖、迁移的变化。不同浓度的

ＴＳＡ处理后２４ｈ即可观察到明显的细胞增殖抑制，
该抑制效果可持续至７２ｈ，并且随ＴＳＡ浓度的增大
而增加。但过高浓度的 ＴＳＡ（＞０．５μｍｏｌ／Ｌ）会在

４８ｈ后导致显著的细胞死亡（图３Ａ），提示降低
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ＨＤＡＣ活性可抑制支气管平滑肌细胞的增殖。细胞
迁移实验显示，ＰＤＧＦＢＢ（５０ｎｇ／ｍｌ）处理２４ｈ可显著
增加支气管平滑肌细胞的迁移，而ＴＳＡ（０．５μｍｏｌ／Ｌ）
不仅可抑制细胞迁移能力，而且可逆转ＰＤＧＦ的促迁
移作用（图３Ｂ），提示降低 ＨＤＡＣ活性可抑制支气管
平滑肌细胞的迁移。细胞的收缩实验显示，ＰＤＧＦＢＢ
处理后支气管平滑肌细胞收缩能力较空白对照组略

有减弱，但ＴＳＡ（０．５μｍｏｌ／Ｌ）处理２４ｈ后，其收缩能
力较空白对照组及ＰＤＧＦＢＢ组显著降低，组间比较
差异有统计学意义（图３Ｃ、３Ｄ），提示降低ＨＤＡＣ活性
可抑制支气管平滑肌的收缩能力。

图３　抑制ＨＤＡＣ活性对人支气管

平滑肌细胞生物学性状的影响

Ｆｉｇ３　ＥｆｆｅｃｔｏｆＨＤＡＣａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｎ

ｂｉｏａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆｈｕｍａｎｂｒｏｎｃｈｉａｌｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅ（ＨＢＳＭ）ｃｅｌｌｓ
Ａ：ＰｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＨＢＳＭｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｖａｒｉｏｕｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆ

ＴＳＡｆｏｒ２４ｈ，４８ｈａｎｄ７２ｈａｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＭＴＴｃｏｌｏｒｉｍｅｔｒｉｃａｓ

ｓａｙ；Ｂ：ＰＤＧＦｍｅｄｉａｔｅｄｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆＨＢＳＭｃｅｌｌｓｉｓｂｌｏｃｋｅｄｂｙＴＳＡ；

Ｃ，Ｄ：Ｅｆｆｅｃｔｏｆ０．５μｍｏｌ／ＬＴＳＡｏｎｃｏｌｌａｇｅｎｇｅｌｃｏｎｔｒａｃｔｉｏｎｍｅｄｉａｔｅｄ

ｂｙＨＢＳＭｃｅｌｌｓ．Ｐ＜０．０５ｖｓＤＭＳＯｃｏｎｔｒｏｌｓ；△Ｐ＜０．０５ｖｓＰＤＧＦ

ｔｒｅａｔｅｄｃｅｌｌｓ．ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　哮喘气道结构重塑包括气道平滑肌重塑，本质
上是哮喘特异性炎症介质长期作用下气道组织反复

损伤及修复的结果，这一过程存在大量的基因活化
表达。乙酰化修饰在基因的转录调节中发挥关键作
用，机体组蛋白总的乙酰化状态有赖于组蛋白乙酰
化酶与去乙酰化酶的平衡［８］。本研究中，通过构建

慢性哮喘小鼠模型，发现慢性哮喘状态下肺部

ＨＤＡＣ活性显著下降，这一结果与Ｉｔｏ等［３］在哮喘

患者气道组织中的研究一致。慢性哮喘状态下组蛋
白乙酰化程度相对增高，这将有利于基因的表达，从
而适应慢性炎症过程中大量炎症与抗炎介质的活跃

表达。

　　气道平滑肌细胞存在“收缩型”和“分泌型”２种
表型，前者分化程度高，具有较强收缩能力，而后者
分化程度低，收缩能力相对较弱，但细胞增殖、迁移
及炎症因子分泌能力明显增加。平滑肌细胞的表型
转变与细胞所处的环境密切相关，低血清诱导平滑
肌细胞向“收缩型”变化，而ＰＤＧＦ等则诱导细胞向
“分泌型”转变，这在我们的气管环培养中进一步得
到证实。同时，通过体外培养的气管环及支气管平
滑肌，我们发现降低 ＨＤＡＣ活性可促进αｓｍａｃｔｉｎ、

ＳＭ２２α等平滑肌表型蛋白的表达，提示平滑肌细胞
表型向“收缩型”转变。此外，体外培养的支气管平
滑肌实验进一步显示，降低 ＨＤＡＣ活性不仅可抑制
平滑肌细胞的增殖、迁移能力，而且还具有减弱细胞
收缩的功能。

　　既往研究显示在ＥＳ细胞，总 ＨＤＡＣ活性下降
可以促使细胞向平滑肌细胞分化［９］，同样，在胚胎发
育过程中，ＨＤＡＣ７的高表达可显著增加ｓｍ２２α的
表达［１０］。在血管平滑肌细胞中，降低 ＨＤＡＣ活性可
促进ｓｍ２２α的表达，而且Ⅱ型 ＨＤＡＣ如 ＨＤＡＣ５
等可通过影响 ｍｙｏｃａｒｄｉｎ、ｍｙｏｇｅｎｉｎ的功能而抑制
平滑肌特异性基因的转录［１１１２］。但在成纤维细胞及
肝星形细胞中，ＨＤＡＣ活性的下降可下调αｓｍａｃ
ｔｉｎ的表达，从而抑制其向肌成纤维细胞分化［１３１４］。
这些研究提示 ＨＤＡＣ活性程度及不同的 ＨＤＡＣ亚
型对不同细胞的分化调节存在差异。尽管支气管平
滑肌细胞与血管平滑肌细胞在胚胎起源上具有很大

的同源性，但两者在发育过程中所处的环境不同导
致两者在基因表达调控上存在一定的差异。例如，
对血管平滑肌细胞具有重要调控作用的转录因子

ｍｙｏｃａｒｄｉｎ，在支气管平滑肌细胞的基因转录调控中
则不具有同等重要的地位。因此，本研究探索了

ＨＤＡＣ活性变化对支气管平滑肌细胞表型转变的影
响，进一步证实抑制总 ＨＤＡＣ活性可促使平滑肌细
胞向“收缩型”转变。

　　本研究显示抑制总 ＨＤＡＣ活性后，支气管平滑
肌细胞增殖、迁移能力显著减弱，与细胞向“收缩型”
转变有关，这与以往的报道一致［１５１６］。但是，我们也
发现尽管收缩相关蛋白表达升高，支气管平滑肌细
胞的收缩能力却显著下降。Ｗａｌｔｒｅｇｎｙ等［１７］报道Ⅰ



第９期．胥武剑，等．慢性哮喘肺组织组蛋白去乙酰化酶活性降低对气道平滑肌细胞表型转变的影响 ·９４１　　 ·

型 ＨＤＡＣ中的 ＨＤＡＣ８亚型在分化的人平滑肌细
胞中高表达，且与αｓｍａｃｔｉｎ、ｓｍＭＨＣ等共表达于
细胞胞浆中。采用ｓｉＲＮＡ沉默 ＨＤＡＣ８的表达后，
平滑肌细胞的收缩能力显著减弱。由于本研究采用
的 ＨＤＡＣ抑制剂 ＴＳＡ 具有同时抑制Ⅰ型及Ⅱ型

ＨＤＡＣ的作用［１８］，因此，我们推测支气管平滑肌细
胞收缩能力的下降可能与 ＨＤＡＣ８或其他影响收缩
的 ＨＤＡＣ亚型有关。此外，由于平滑肌细胞完整收
缩功能的实验有赖于多种收缩蛋白及收缩调节蛋白

的协作，降低总 ＨＤＡＣ活性是否会影响到其中的某
个关键蛋白并进而抑制平滑肌细胞的收缩，这需要
进一步的研究证实。

　　总之，本研究中，我们发现慢性哮喘病程中肺组
织总 ＨＤＡＣ活性下降，其可能通过促使气道平滑肌
细胞向“收缩型”转变而抑制细胞收缩、迁移能力，但
并不增加细胞的收缩能力。本研究提示调节气道

ＨＤＡＣ活性可能在慢性哮喘的治疗中具有良好的应
用前景。
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