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烟曲霉提取物对人支气管上皮细胞嗜酸性粒细胞趋化因子浓度的影响
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　　摘　要：目的　探讨烟曲霉对呼吸道上皮细胞人嗜酸性粒细胞趋化因子（Ｅｏｔａｘｉｎ）浓度变化的影响及其可能机制，为研究烟

曲霉在变应性支气管肺曲霉病发病机制中的作用奠定基础。方法　分别应用不同浓度（０、８、１６、２０ｍｇ／Ｌ）的烟曲霉提取物

（ＡＦＥ）作用体外培养人支气管上皮细胞（１６ＨＢＥ）不同的时间（１２、２４、４８、７２ｈ）。应用ＥＬＩＳＡ法检测细胞上清液Ｅｏｔａｘｉｎ浓度。

结果　正常未给予ＡＦＥ刺激培养条件下的对照组细胞表达一定量Ｅｏｔａｘｉｎ，而给予不同浓度的ＡＦＥ作用２４ｈ后，细胞合成和分

泌Ｅｏｔａｘｉｎ的量明显高于对照组，差异有统计学意义（犘＜０．０１），并呈明显的时间依赖性。热处理的 ＡＦＥ仍然能刺激１６ＨＢＥ细

胞分泌Ｅｏｔａｘｉｎ并呈时间依赖性。随着ＡＦＥ浓度的升高在相同作用时间下ＡＦＥ刺激１６ＨＢＥ细胞分泌Ｅｏｔａｘｉｎ的浓度并未呈现

上升趋势。结论　ＡＦＥ并非依赖其蛋白酶活性促进呼吸道上皮细胞合成和分泌Ｅｏｔａｘｉｎ，一定浓度的 ＡＦＥ刺激１６ＨＢＥ细胞分

泌Ｅｏｔａｘｉｎ呈明显的时间依赖性。
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　　烟曲霉为空气中常见的腐生菌，其孢子直径很小，可被动

吸入呼吸道，极易被吸入到各级支气管和肺泡并导致多种疾

病。近年来，烟曲霉已成为临床上仅次于白色念珠菌的一种重

要的条件致病真菌［１］。嗜酸性细胞（ＥＯＳ）在气道慢性炎症和

气道高反应性中起核心作用，而嗜酸性细胞趋化因子（Ｅｏｔａｘ

ｉｎ）作为ＥＯＳ的特异性趋化因子，与 ＥＯＳ上的特异性受体

ＣＣＲ３结合，诱导ＥＯＳ向炎症部位移动，使其被激活并发生脱

颗粒反应，释放微粒体中的大量活性有毒介质，引起气道上皮

细胞损伤，导致气道高反应性的形成，在变应性支气管肺曲霉

病的发病过程中起着重要作用。

气道炎症部位的嗜酸性粒细胞增多在很大程度上是由趋

化因子来调控的。呼吸道上皮细胞是Ｅｏｔａｘｉｎ的重要来源，烟

曲霉在生长过程中可以分泌多种具有生物活性的蛋白酶，在烟

曲霉致病过程中起着较为重要的作用，是否能促进呼吸道上皮

细胞合成和分泌Ｅｏｔａｘｉｎ目前还不清楚。本实验通过烟曲霉

提取物（ＡＦＥ）对人支气管上皮细胞的作用，应用ＥＬＩＳＡ方法

检测细胞上清液Ｅｏｔａｘｉｎ的浓度，探讨烟曲霉提取物对呼吸道

上皮细胞人嗜酸性粒细胞趋化因子浓度变化的影响，为研究烟

曲霉在变应性支气管肺曲霉病发病机制中的作用奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料　人支气管上皮细胞株（１６ＨＢＥ）由西安交通大学

医学院惠赠；ＤＭＥＭ培养基（Ｇｉｂｃｏ公司）；沙氏琼脂培养基为

杭州天和微生物试剂有限公司产品，人嗜酸性粒细胞趋化蛋白

（Ｅｏｔａｘｉｎ）ＥＬＩＳＡ检测试剂盒为上海朗卡生物科技有限公司产

品。３％蔗糖Ｚａｐｅｃｋ溶液配置所需化学试剂由天津市天力化

学试剂有限公司提供。ＢＣＡ蛋白定量试剂盒为上海贝博生物

试剂公司产品。

１．２　方法

１．２．１　３％蔗糖Ｚａｐｅｃｋ溶液的配置　Ｚａｐｅｃｋ溶液：ＮａＮＯ３

３０．０ｇ，ＫＣｌ３５．０ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ５．０ｇ，ＺｎＳＯ４·７Ｈ２Ｏ

０．１ｇ，ＣｕＳＯ４·５Ｈ２Ｏ０．０５ｇ，加ｄｄＨ２Ｏ１００ｍＬ。３％蔗糖

Ｚａｐｅｃｋ溶液：１０ｍＬＺａｐｅｃｋ溶液，Ｋ２ＨＰＯ４１ｇ，蔗糖３０ｇ，加

ｄｄＨ２Ｏ定容至１０００ｍＬ锥形瓶内低压灭菌备用。

１．２．２　烟曲霉提取物的制备　烟曲霉来源于本院肺部烟曲霉

·９８２３·国际检验医学杂志２０１３年１２月第３４卷第２４期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｄｅｃｅｍｂｅｒ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．２４

 基金项目：西安医学院校级课题资助项目（１０ＦＣ１９）；西安医学院附属医院院级课题资助项目（ＸＹＦＹ１０２１）。作者简介：辛娜，女，主治医

师，主要从事临床病原微生物学研究。



感染患者临床痰液标本中分离鉴定后的保存菌株。其培养基

提取物和菌丝提取物的制备参考 Ｋａｕｆｆｍａｎ等
［２］的方法。制

备烟曲霉孢子悬液，加入２５０ｍＬ３％蔗糖Ｚａｐｅｃｋ溶液中置３０

℃摇床（２００ｒ／ｍｉｎ）内培养６ｄ，培养基用滤纸过滤掉留取白色

菌丝，无菌ＰＢＳ冲洗，灭菌玻璃匀浆器匀浆，超声破碎仪破碎，

４℃离心１００００ｒ／ｍｉｎ３０ｍｉｎ，留上清，４℃下透析（１４×１０３）

７２ｈ，０．４５μｍ滤器过滤，－７０℃低压冻干，－２０℃保存备用，

冻干粉为菌丝提取物。将加有烟曲霉孢子悬液的蔗糖Ｚａｐｅｃｋ

溶液于３０℃孵箱内静置２１ｄ，吸取培养基，上述相同条件下透

析、过滤、冻干保存，此冻干粉为培养基提取物。后续实验应用

的ＡＦＥ为培养基提取物和菌丝提取物（１∶１）的混合物，将冻

干粉溶解于无血清ＤＭＥＭ并用ＢＣＡ法进行蛋白定量，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℃中３０ｍｉｎ。

１．２．３　细胞培养及实验分组　人支气管上皮细胞株１６ＨＢＥ

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３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，ＨＴＡＦＥ替

代ＡＦＥ。

１．２．４　ＥＬＩＳＡ方法检测细胞上清液中Ｅｏｔａｘｉｎ的浓度　ＡＦＥ

作用结束后收集细胞上清液，２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ后

－８０℃保存待测。应用ＥＬＩＳＡ法检测Ｅｏｔａｘｉｎ，人嗜酸性粒

细胞趋化蛋白ＥＬＩＳＡ检测试剂盒购自上海朗卡生物科技有限

公司，按说明书操作，反应完成后用酶标仪在４５０ｎｍ波长下测

定吸光度（ＯＤ）值，画出标准曲线，得出最终浓度值。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计学分析，多

组间比较采用单因素方差分析，两两比较采用狇检验，犘＜

０．０５认为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＢＣＡ法蛋白定量结果　烟曲霉的菌丝提取物和培养基

提取物的蛋白浓度分别为１９８ｍｇ／Ｌ和８２．５ｍｇ／Ｌ，菌丝提取

物的蛋白浓度明显高于培养基提取物的蛋白浓度。

表１　　不同浓度ＡＦＥ作用不同时间１６ＨＢＥ细胞

　　分泌Ｅｏｔａｘｉｎ的浓度（ｎｇ／Ｌ）

ＡＦＥ（ｍｇ／Ｌ） １２ｈ ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ

８ ２２．９５ ２６．６５ ３４．８０ ４２．６５

１６ ２０．４０ ２６．９０ ３８．５０ ４７．３０

２０ ２０．８５ ２６．２０ ３０．６０ ４８．４５

表２　　不同浓度ＡＦＥ热处理后作用不同时间１６ＨＢＥ

　　细胞分泌Ｅｏｔａｘｉｎ的浓度（ｎｇ／Ｌ）

ＡＦＥ（ｍｇ／Ｌ） １２ｈ ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ

８ １５．３０ １７．６５ ３０．６０ ４５．２０

１６ １４．４０ １７．１５ ２３．２０ ４５．２０

２０ １４．６０ １５．３０ １９．２５ ３８．０５

２．２　１６ＨＢＥ细胞上清液中Ｅｏｔａｘｉｎ的浓度　不同浓度 ＡＦＥ

作用不同时间１６ＨＢＥ细胞分泌Ｅｏｔａｘｉｎ的浓度，见表１；不同

浓度 ＡＦＥ热处理后作用不同时间１６ＨＢＥ细胞分泌Ｅｏｔａｘｉｎ

的浓度，见表２。１６ＨＢＥ细胞上清液ＥＬＩＳＡ检测发现，一定浓

度的ＡＦＥ刺激１６ＨＢＥ细胞分泌Ｅｏｔａｘｉｎ呈时间依赖关系，见

图１，随着 ＡＦＥ 浓度的升高 ＡＦＥ 刺激１６ＨＢＥ 细胞分泌

Ｅｏｔａｘｉｎ无浓度依赖关系。热处理的ＡＦＥ刺激１６ＨＢＥ细胞分

泌Ｅｏｔａｘｉｎ仍呈时间依赖关系。

图１　　不同浓度ＡＦＥ刺激１６ＨＢＥ细胞分泌

Ｅｏｔａｘｉｎ的时间效应曲线

３　讨　　论

烟曲霉在生长过程中可以分泌多种具有生物活性的蛋白

酶，在烟曲霉致病过程中起着较为重要的作用。肺基质主要由

弹性蛋白和胶原蛋白组成，推测烟曲霉感染主要通过弹性蛋白

酶和胶原蛋白酶造成肺损伤。有研究发现烟曲霉提取物

（ＡＦＥ）能促进呼吸道上皮细胞粒巨噬细胞集落刺激因子

（ＧＭＣＳＦ）的合成和分泌
［３］，还能促进呼吸道上皮细胞的黏液

蛋白 Ｍｕｃ５ａｃ表达增加
［４］，使黏液分泌增加，促进哮喘的发生

和发展。ＡＦＥ蛋白酶活性是否参与其他的致病过程还需要进

一步研究。实验中应用的ＡＦＥ为烟曲霉菌丝提取物和烟曲霉

培养基提取物的１∶１混合物，分别代表了烟曲霉菌丝的成分

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对呼吸道上皮细胞的特异性作用。

变应性支气管肺曲霉病（ＡＢＰＡ）系肺泡、肺间质和支气管

对曲霉抗原（主要是烟曲霉）产生的变态反应性炎症，嗜酸性粒

细胞升高在变应性支气管肺曲霉病的发病过程起着重要作用，

研究发现抗原诱导嗜酸性粒细胞在肺部组织的募集中，嗜酸性

粒细胞趋化因子Ｅｏｔａｘｉｎ起主要作用
［５］。Ｅｏｔａｘｉｎ基因为组成

性表达，在各种组织中都能检测到其 ｍＲＮＡ水平。Ｅｏｔａｘｉｎ既

可由结构性细胞（如上皮细胞、纤维原细胞、平滑肌细胞、内皮

细胞等）也可由渗出性炎症细胞（如巨噬细胞、嗜酸性粒细胞、

淋巴细胞等）产生。在正常的呼吸道，Ｅｏｔａｘｉｎ主要由上皮细胞

产生［６］。支气管上皮细胞一般被认为是结构细胞，具有屏障功

能，研究发现，体外培养的支气管上皮细胞株和正常人支气管

上皮细胞在基础状态下能低水平表达Ｅｏｔａｘｉｎ
［７］。本研究中正

常未给予 ＡＦＥ刺激培养条件下的对照组细胞表达一定量的

Ｅｏｔａｘｉｎ，与文献报道一致。给予不同浓度的 ＡＦＥ作用１２ｈ

后，细胞合成和分泌 Ｅｏｔａｘｉｎ的量与对照组相比无统计学差异

（犘＞０．０５），而给予不同浓度的 ＡＦＥ作用２４ｈ后，细胞合成和

分泌 Ｅｏｔａｘｉｎ的量明显高于对照组（犘＜０．０１）。正常未给予

ＡＦＥ刺激培养条件下的对照组细胞随着培养时间的延长分泌

Ｅｏｔａｘｉｎ的量呈下降趋势，８、１６、２０ｍｇ／Ｌ的 ＡＦＥ刺激１６ＨＢＥ

细胞分泌Ｅｏｔａｘｉｎ的浓度随作用时间的延长均呈上升趋势，表

现出明显的时间依赖关系。

龙飞等［３４］研究发现 ＡＦＥ依赖其丝氨酸蛋白酶活性刺激

细胞合成分泌ＧＭＣＳＦ以及黏液蛋白 Ｍｕｃ５ａｃ，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 ＧＭＣＳＦ 以及黏液蛋白

Ｍｕｃ５ａｃ。本研究中随着 ＡＦＥ浓度的升高，１６ＨＢＥ细胞分泌

·０９２３· 国际检验医学杂志２０１３年１２月第３４卷第２４期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｄｅｃｅｍｂｅｒ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．２４



Ｅｏｔａｘｉｎ的浓度在ＡＦＥ作用相同时间后并没有出现升高的趋

势，而且６５℃、３０ｍｉｎ对 ＡＦＥ进行热处理后作用不同时间，

１６ＨＢＥ细胞仍然能分泌Ｅｏｔａｘｉｎ，虽然在作用１２ｈ后Ｅｏｔａｘｉｎ

浓度与未进行热处理组相比有所降低，但是随作用时间的延长

依然呈上升趋势。可见，ＡＦＥ刺激支气管上皮细胞细胞合成

和分泌 Ｅｏｔａｘｉｎ并非依赖其蛋白酶活性，因此，Ｅｏｔａｘｉｎ浓度的

升高与ＡＦＥ蛋白浓度无关。在哮喘发生过程中，吸入的过敏

原活化肺部肥大细胞和Ｔｈ２型淋巴细胞，使之产生ＩＬ４、ＩＬ１３

和ＴＮＦα。这些细胞因子能诱导气道平滑肌细胞、鼻黏膜成

纤维细胞、支气管上皮细胞产生Ｅｏｔａｘｉｎ
［８］。有文献报道出芽

的烟曲霉孢子或菌丝能刺激肺泡上皮细胞分泌ＩＬ６、ＩＬ８、

ＴＮＦα的表达
［９１０］，笔者推测一定浓度的烟曲霉提取物中的菌

丝成分有可能刺激支气管上皮细胞分泌某些细胞因子，在细胞

因子的作用下支气管上皮细胞分泌Ｅｏｔａｘｉｎ增加，具体的机制

还需要进一步的研究。
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细胞（ＭＣ）中ｍｉＲ２１６ａ协同ｍｉＲ２１７靶向ＰＴＥＮ（ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ

ａｎｄｔｅｎｓｉｎｈｏｍｏｌｏｇｕｅ）可促使ＴＧＦβ激活ＡＫｔ
［９］；人内皮细胞

中，随着年龄的增长 ｍｉＲ２１７逐渐增多从而抑制ＳｉｒＴ１（ｓｉｌｅｎｔ

ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｒｅｇｕｌａｔｏｒ１）表达，诱导细胞的早期衰亡
［１０］等。但

在乳腺上皮细胞中，ｍｉＲ２１７与 ＤＮＭＴ１的作用机制尚不

清楚。

瞬时转染ｍｉＲ２１７ｍｉｎｉｃｓ和 ｍｉＲ２１７ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，过表达和

抑制ｍｉＲ２１７，结果显示过表达ｍｉＲ２１７，ＤＮＭＴ１蛋白表达下

降；抑制ｍｉＲ２１７，ＤＮＭＴ１蛋白表达增高，说明 ｍｉＲ２１７可以

下调ＤＮＭＴ１的表达。利用２９３Ｔ细胞作为双荧光素酶报告

实验的工具细胞，分别转染 ＤＮＭＴ１ＵＴＲＷＴ 及 ＤＮＭＴ１

ＵＴＲＭＵＴ载体质粒，４８ｈ后进行双荧光检测，结果显示两者

的相对荧光素酶活性具有统计学差异（犘＜０．０５），说明 ｍｉＲ

２１７通过直接作用于ＤＮＭＴ１３′ＵＴＲ下调ＤＮＭＴ１表达。

总之，本研究结果表明，在乳腺癌上皮细胞中 ｍｉＲ２１７对

ＤＮＭＴ１表达具有调控作用，且 ｍｉＲ２１７通过直接作用于

ＤＮＭＴ１３′ＵＴＲ调控ＤＮＭＴ１表达。这为 ｍｉＲ２１７可能作为

乳腺癌潜在治疗靶点的体外实验研究提供了实验依据。
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合蛋白重组慢病毒表达载体构建及其在２９３Ｔ细胞中的表达［Ｊ］．

中华临床医师杂志，２０１２，６（２４）：８１５１８１５５．

［５］ ＷａｎｇＹＳ，ＣｈｏｕＷＷ，ＣｈｅｎＫＣ，ｅｔａｌ．ＭｉｃｒｏＲＮＡ１５２ｍｅｄｉａｔｅｓ

ＤＮＭＴ１ｒｅｇｕｌａｔｅｄＤＮＡ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｉｎｔｈｅｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒα

ｇｅｎｅ［Ｊ］．ＰＬｏＳＯｎｅ，２０１２，７（１）：ｅ３０６３５．

［６］ＳｈａＺ，ＹｕＷ，ＹｕｎＳＬ，ｅｔａｌ．ＭｉｃｒｏＲＮＡ１２６ｒｅｇｕｌａｔｅｓＤＮＡｍｅｔｈ

ｙｌａｔｉｏｎｉｎＣＤ４＋ Ｔｃｅｌｌｓａｎｄｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓｔｏｓｙｓｔｅｍｉｃｌｕｐｕｓｅｒｙｔｈｅ

ｍａｔｏｓｕｓｂｙｔａｒｇｅｔｉｎｇ ＤＮＡ ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｌ［Ｊ］．Ａｒｔｈｒｉｔｉｓ

Ｒｈｅｕｍ，２０１１，６３（５）：１３７６１３８６．

［７］ ＡｋｅｍｉＴ，ＭｏｔｏｙｕｋｉＯ，ＴａｋｅｓｈｉＹ，ｅｔａｌ．ＭｉＲＮＡ１４０ａｃｔｓａｓａｌｉｖ

ｅｒｔｕｍｏｒｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒｂｙｃｏｎｔｒｏｌｌｉｎｇＮＦκＢａｃｔｉｖｉｔｙｖｉａｄｉｒｅｃｔｌｙｔａｒ

ｇｅｔｉｎｇＤｎｍｔ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ［Ｊ］．Ｈｅｐａｔｏｌｏｇｙ，２０１３，５７（１）：１６２１７０．

［８］ＺｈａｏＷＧ，ＹｕＳＮ，ＬｕＺＨ，ｅｔａｌ．ＴｈｅｍｉＲ２１７ｍｉｃｒｏＲＮＡｆｕｎｃ

ｔｉｏｎｓａｓａｐｏｔｅｎｔｉａｌｔｕｍｏｒｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒｉｎｐａｎｃｒｅａｔｉｃｄｕｃｔａｌａｄｅｎｏ

ｃａｒｃｉｎｏｍａｂｙｔａｒｇｅｔｉｎｇＫＲＡＳ［Ｊ］．Ｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｅｓｉｓ，２０１０，３１（１０）：

１７２６１７３３．

［９］ ＫａｔｏＭ，ＰｕｔｔａＳ，ＷａｎｇＭ，ｅｔａｌ．ＴＧＦβａｃｔｉｖａｔｅｓＡｋｔｋｉｎａｓｅｖｉａａ

ｍｉｃｒｏＲＮＡｄｅｐｅｎｄｅｎｔａｍｐｌｉｆｙｉｎｇｃｉｒｃｕｉｔｔａｒｇｅｔｉｎｇＰＴＥＮ［Ｊ］．Ｎａｔ

ＣｅｌｌＢｉｏｌ，２００９，１１（７）：８８１８８９．

［１０］ＲｏｓｓｅｌｌａＭ，ＶｉｖｉａｎａＣ，ＭａｒｉｎａＣ，ｅｔａｌ．ＭｉｃｒｏＲＮＡ２１７ｍｏｄｕｌａｔｅｓ

ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅｖｉａｓｉｌｅｎｔｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｒｅｇｕｌａｔｏｒ１［Ｊ］．

Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎ，２００９，１２０（１５）：１５２４１５３２．

（收稿日期：２０１３０８２８）
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