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!!摘!要"目的!探讨田蓟苷对脂多糖#715$诱导的肺泡上皮细胞铁死亡的影响及潜在机制&方法!将培养
的人肺泡上皮细胞S/+5.#S分为对照组#正常培养$%715组%田蓟苷低剂量组##'#Q8M(7$%田蓟苷中剂量组
#('#Q8M(7$%田蓟苷高剂量组#"''#Q8M(7$%)8QJ8P<N)#)8Q)$抑制剂组)"''#Q8M(7田蓟苷@"'

#Q8M(7腺苷酸活化蛋白激酶#+31>$的抑制剂)8Q)*&四甲基偶氮唑盐#3,,$法检测S/+5.#S细胞活力!
流式细胞仪检测细胞凋亡!*)[b.*+荧光探针法检测细胞内活性氧#465$水平!分光光度法检测细胞内丙二
醛#3*+$%还原型谷胱甘肽#-5b$%[H#@水平"\HEIH:<TM8IID<9法检测谷胱甘肽过氧化物酶?#-1]?$%转铁蛋
白#,K$%增殖细胞核抗原#1)X+$%SLM.#相关]蛋白#S;0$%半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶%#L;EJ;EH.%$及+31>(
沉默信息调节因子#相关酶"#524,"$(过氧化物酶体增殖物激活受体,共激活因子"&#1-)."&$信号通路蛋
白表达&结果!与对照组相比!715组S/+5.#S细胞的 +?B' 值%还原型-5b%-1]?%1)X+%磷酸化 +31>
#J.+31>$(+31>%524,"%1-)."&蛋白表达显著降低#!$'$'($!凋亡率%465%3*+%[H#@水平!以及,K%

S;0%L;EJ;EH.%蛋白表达显著升高#!$'$'($"与715组比较!田蓟苷低%中%高剂量组S/+5.#S细胞的 +?B'

值%还原型-5b水平%-1]?%1)X+%J.+31>(+31>%524,"%1-)."&蛋白表达显著升高#!$'$'($!凋亡
率%465%3*+%[H#@水平%,K%S;0%L;EJ;EH.%表达显著降低#!$'$'($"与田蓟苷高剂量组比较!)8Q)抑制剂
组S/+5.#S细胞的+?B' 值%还原型-5b水平%-1]?%1)X+%J.+31>(+31>%524,"%1-)."&蛋白表达显
著降低#!$'$'($!凋亡率%465%3*+%[H#@水平!以及 ,K%S;0%L;EJ;EH.%蛋白表达显著升高#!$'$'($&
结论!田蓟苷通过激活+31>(524,"(1-)."&信号通路抑制715诱导的肺泡上皮细胞铁死亡&
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!!儿童急性肺损伤$+72%是儿童重症监护病房中的
常见疾病(是肺部炎症反应综合征(发病率和病死率
较高(严重威胁着儿童的生命健康安全'+72生理病
理特征表现为免疫细胞过度激活+氧化应激+炎症等(
肺泡上皮细胞死亡是+72的显著特征(肺泡上皮细胞
损伤还是评估+72预后的重要指标'+72患者如不
及时治疗可能转成急性呼吸窘迫综合征$+4*5%(
+72"+4*5是导致急性呼吸衰竭的主要原因)".#*'目
前虽然对 +72"+4*5研究和治疗有了很大的进展(
但治疗带来的不良反应依然不能避免(这严重降低了
患者的生存质量'因此(积极深入探索 +72"+4*5
的发病机制对开发新的治疗+72"+4*5的药物至关
重要)%*'

田蓟苷是从香青兰中提取出来的(它是一种天然
活性成分'据报道(田蓟苷可调节与氧化应激介导的
炎症+凋亡和血管生成相关的细胞信号转导途径中的
许多关键元素(对心脏保护+神经保护+抗动脉粥样硬
化+抗高血压+抗糖尿病等方面起着重要作用)?*'研
究发现(田蓟苷是改善脂多糖$715%诱导的+72的潜
在药物(在体外试验中(田蓟苷减少了715诱导的巨
噬细胞促炎因子分泌(在+72模型小鼠体内(田蓟苷
的预防性治疗减弱了巨噬细胞的浸润和组织病理学

变化)(*'研 究 发 现(激 活 腺 苷 酸 活 化 蛋 白 激 酶
$+31>%"沉默信息调节因子#相关酶"$524,"%信
号通路(可抑制炎症及肺组织细胞凋亡(从而减轻百
草枯引起的+72)&*'过氧化物酶体增殖物激活受体,
共激活因子"&$1-)."&%在 3#巨噬细胞中高表达能
保护脓毒症引起的 +72)F*'但是(田蓟苷通过调节
+31>"524,""1-)."&信号通路对715诱导的肺泡
上皮细胞铁死亡的影响尚不清楚'因此(本研究旨在
探讨田蓟苷对715诱导肺泡上皮细胞铁死亡的影响
及其可能的作用机制'
A!材料与方法

A$A!材料!人肺泡上皮细胞S/+5.#S购自上海碧

云天生物技术有限公司'

A$B!主要试剂与仪器!田蓟苷标准品$纯度&B!̂ %
购自北京英莱克科技发展有限公司(715购自北京康
瑞纳生物科技有限公司(还原型谷胱甘肽$-5b%检测
试剂盒购自上海雅吉生物科技有限公司(*)[b.*+
活性氧$465%荧光探针购自北京索莱宝科技有限公
司(蛋白提取试剂盒购自亚科因$武汉%生物公司(铁
离子检测试剂盒+3*+ 检 测 试 剂 盒+兔 源 一 抗
-1]?+1)X++S;0+半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 %
$L;EJ;EH.%%+-+1*b抗体及辣根过氧化物酶$b41%
标记的羊抗兔二抗均购自美国 +TL;Q 公司(兔源一
抗+31>+磷酸化 +31>$J.+31>%+524,"+1-).
"&抗体均购自1:8IHD<IHLA公司(*3/3 培养基购自
赛百慷$上海%生物技术股份有限公司(兔源一抗 ,K
抗体购自上海西格生物科技有限公司(多功能全自动
酶标仪购自南京德铁实验设备有限公司(离心机购自
艾本德中国有限公司(电泳仪购自美国SD8.4;N公
司(流式细胞仪购自美国S*公司'

A$C!方法
A$C$A!S/+5.#S细胞培养!将S/+5.#S细胞接种
至*3/3培养基中$含"'̂ 胎牛血清+"̂ 青霉素和

链霉素%(在恒温培养箱中常规培养(培养条件为
%Fh+(̂ )6#'定期观察(及时更换新的培养基'
当S/+5.#S细胞融合度达到!(̂ 左右时(用'$#(̂
胰蛋白酶消化传代(收集对数生长期的S/+5.#S细
胞进行下一步实验'

A$C$B!715诱导与分组!将对数生长期的S/+5.#S
细胞分为&组!对照组+715组+田蓟苷低剂量组+田
蓟苷 中 剂 量 组+田 蓟 苷 高 剂 量 组+)8QJ8P<N )
$)8Q)%抑制剂组'除对照组外(首先将其余组细胞
给予"'#9"Q7)!*的 715刺激#?A(然后将田蓟苷
低+中+高剂量组分别采用#'+('+"''#Q8M"7)B*的田

蓟苷处理#?A()8Q)抑制剂组采用"''#Q8M"7的
田蓟苷和"'#Q8M"7的 +31>抑制剂)"'*共同处理
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#?A'

A$C$C!四甲基偶氮唑盐$3,,%法检测S/+5.#S细
胞增殖!将各组细胞以"̀ "'?"孔接种到B&孔板中(
于(̂ )6#+%Fh细胞培养箱中孵育(设&个复孔(分
别培养#?+?!+F#A后(每孔加入3,,溶液#'#7(再
培养?A后(每孔加入二甲基亚砜"('#7(充分振荡
后(在酶标仪上于?B'<Q波长处检测各孔的吸光度
$+?B'%值'

A$C$D!流式细胞仪检测S/+5.#S细胞凋亡!首先
收集各组S/+5.#S细胞(然后预冷的磷酸盐缓冲液
$1S5%洗涤#次(随后(将细胞制成"`"'&"Q7的悬
液'最后(加入(#7的+<<H0D<W.[2,)和12染液'
充分混匀这些液体'在室温下遮光染色"(QD<(采用
流式细胞仪检测各组S/+5.#S细胞凋亡'

A$C$E!S/+5.#S细胞内还原型 -5b+465+3*++

[H#@水平测定!收集各组S/+5.#S细胞悬液(制成
匀浆后操作严格按照还原型-5b+3*++[H#@试剂盒

说明书进行检测细胞内还原型-5b水平+3*+的水
平+[H#@水平(采用*)[b.*+荧光染料通过流式细
胞术检测细胞465水平'

A$C$F!\HEIH:<TM8IID<9法检测蛋白表达!首先提
取各组S/+5.#S细胞总蛋白(然后对各组S/+5.#S
的总蛋白定量(接着进行十二烷基硫酸钠.聚丙烯酰胺
凝胶电泳(转膜(室温条件下封闭#A(分别加入

-1]?+,K+1)X++S;0+L;EJ;EH.%++31>+J.+31>+

524,"+1-)."&一抗(? h条件下孵育过夜(加入二
抗(室温条件下孵育B'QD<'以-+1*b作为内源性
对照'用2Q;9HV软件分析各个蛋白条带的灰度值(
然后计算各个蛋白的相对表达水平'

A$D!统计学处理!采用-:;JA1;N1:DEQB$'软件进
行数据分析'计量资料以If=表示(多组间的比较
采用单因素方差分析(两组间比较采用5X>.M检验'
以!$'$'(为差异有统计学意义'

B!结!!果

B$A!各组S/+5.#S细胞增殖能力比较!与对照组
相比(715组 S/+5.#S 细胞的 +?B' 值降低$! $
'$'(%&与715组比较(田蓟苷低+中+高剂量组S/.
+5.#S细胞的+?B' 值升高$!$'$'(%&与田蓟苷高剂
量组比较()8Q)抑制剂组S/+5.#S细胞的 +?B' 值

降低$!$'$'(%'见图"'

B$B!各组S/+5.#S细胞凋亡情况比较!与对照组
相比(715组 S/+5.#S 细胞的凋亡率升高$! $
'$'(%&与715组比较(田蓟苷低+中+高剂量组S/.
+5.#S细胞的凋亡率降低$!$'$'(%&与田蓟苷高剂
量组比较()8Q)抑制剂组S/+5.#S细胞的凋亡率
升高$!$'$'(%'见图#'

!!注!与对照组相比(;!$'$'(&与715组相比(T!$'$'(&与田蓟

苷低剂量组相比(L!$'$'(&与田蓟苷中剂量组相比(N!$'$'(&与田

蓟苷高剂量组相比(H!$'$'('

图"!!各组S/+5.#S细胞+?B' 值比较

!!注!与对照组相比(;!$'$'(&与715组相比(T!$'$'(&与田蓟

苷低剂量组相比(L!$'$'(&与田蓟苷中剂量组相比(N!$'$'(&与田

蓟苷高剂量组相比(H!$'$'('

图#!!各组S/+5.#S细胞凋亡情况比较

B$C! 各组 S/+5.#S 细胞内还原型 -5b+465+

3*++[H#@水平比较!与对照组相比(715组S/+5.
#S细胞的还原型 -5b 水平显著降低(465+3*++

[H#@水平显著升高$!$'$'(%&与715组比较(田蓟
苷低+中+高剂量组S/+5.#S细胞的还原型 -5b 水
平显著升高(465+3*++[H#@ 水平显著降低$!$
'$'(%&与田蓟苷高剂量组比较()8Q)抑制剂组S/.
+5.#S细胞的还原型 -5b 水平显著降低(465+

3*++[H#@水平显著升高$!$'$'(%'见图%'

B$D!各组S/+5.#S细胞中-1]?+,K+1)X++S;0+

L;EJ;EH.%蛋白表达比较!与对照组相比(715组S/.
+5.#S细胞的-1]?+1)X+蛋白表达显著降低$!$
'$'(%(,K+S;0+L;EJ;EH.%蛋白表达升高$!$'$'(%&
与715组比较(田蓟苷低+中+高剂量组S/+5.#S细
胞的-1]?+1)X+ 蛋白表达显著升高$!$'$'(%(

,K+S;0+L;EJ;EH.%蛋白表达降低$!$'$'(%&与田蓟
苷高剂量组比较()8Q)抑制剂组S/+5.#S细胞的

-1]?+1)X+ 蛋白表达显著降低$!$'$'(%(,K+

S;0+L;EJ;EH.%蛋白表达升高$!$'$'(%'见图?'

B$E!各组S/+5.#S细胞+31>"524,""1-)."&通
路蛋白表达比较!与对照组相比(715组S/+5.#S
细胞的J.+31>"+31>+524,"+1-)."&蛋白表达
显著降低$!$'$'(%&与715组比较(田蓟苷低+中+
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高 剂 量 组 S/+5.#S 细 胞 的 J.+31>"+31>+

524,"+1-)."&蛋白表达显著升高$!$'$'(%&与田
蓟苷高剂量组比较()8Q)抑制剂组S/+5.#S细胞

的J.+31>"+31>+524,"+1-)."&蛋白表达显著
降低$!$'$'(%'见图('

!!注!与对照组相比(;!$'$'(&与715组相比(T!$'$'(&与田蓟苷低剂量组相比(L!$'$'(&与田蓟苷中剂量组相比(N!$'$'(&与田蓟苷高

剂量组相比(H!$'$'('

图%!!各组细胞中还原型-5b(465(3*+([H#@水平比较

!!注!+为对照组&S为715组&)为田蓟苷低剂量组&*为田蓟苷中

剂量组&/为田蓟苷高剂量组&[为)8Q)抑制剂组'

图?!!\HEIH:<TM8IID<9检测细胞中-1]?(,K(1)X+(S;0(

L;EJ;EH.%蛋白表达

!!注!+为对照组&S为715组&)为田蓟苷低剂量组&*为田蓟苷中

剂量组&/为田蓟苷高剂量组&[为)8Q)抑制剂组'

图(!!\HEIH:<TM8IID<9法检测S/+5.#S细胞+31>)

524,")1-)."&通路蛋白表达

C!讨!!论

!!+72是一种由长期炎症和不受控制的氧化应激
引起的肺部疾病(肺泡上皮细胞急性损伤是+72的主
要病理特征(所以修复或改善肺泡上皮细胞急性损伤
是治疗+72的重点)""*'715是革兰阴性细菌细胞壁

外膜的主要成分(研究发现715能诱导+72(使465
积累(诱导铁死亡的参与)"#*'细胞发生铁死亡时(

-1]?蛋白水平降低(使得465积累(同时细胞内还
原型-5b水平下降(脂质过氧化产物+游离铁+,K水
平升高)"%*'本研究结果发现(与对照组相比(715组

S/+5.#S细胞的 +?B' 值+铁死亡指标$还原型 -5b
水平+-1]?蛋白%及1)X+蛋白表达显著降低(凋亡
率+铁死亡指标$465+3*++[H#@水平+,K蛋白%及凋
亡蛋白$S;0+L;EJ;EH.%%表达显著升高$!$'$'(%'
这表明715能抑制S/+5.#S细胞增殖(促进S/+5.
#S细胞凋亡+铁积累和氧化应激(与相关研究结果相
一致)"#."%*(提示715诱导的上皮细胞铁死亡模型构建
成功'

+31>不仅是调节生物能量代谢的关键分子(还
能调节细胞凋亡和氧化应激'524,"参与调节细胞
周期调控$如细胞增殖+凋亡+衰老%+氧化应激+能量
代谢+炎症等多种细胞信号通路'激活的 +31>可
监测线粒体功能和细胞能量状态(还能调节524,"的
活性(+31>和524,"的下游靶蛋白是1-)."&(激
活的+31>和524,"可调节1-)."&活性(使其表
达上调)"?."(*'有研究发现(QD4."(( 能通过提高

524,"蛋白表达(减轻715诱导的 +72大鼠的肺部
炎症(同时能减少大鼠肺组织细胞凋亡)"&*'人脐带间
充质干细胞上清液通过提高J.+31>"+31>蛋白
表达(减少炎性因子和中性粒细胞比例(从而降低并
改善715诱导的 +72)"F*'27."'通过激活 +31>"

524,""1-)."&信号通路(上调 +31>+524," 和

1-)."&的Q4X+及蛋白表达(以减少氧化应激和细
胞凋亡(从而保护肺组织免受细颗粒物$13#$(%诱导
发生+72)"!*'

田蓟苷来源于香青兰(属于黄酮类化合物(具有
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抗炎+抗氧化+抗高血压等功效)"B*'有研究发现(在

+72小鼠模型中(田蓟苷可以降低氧化应激与炎症反
应(从而改善715诱导的 +72)(*'田蓟苷可以通过

+31>"524,""1-)."&信号通路改善线粒体能量代
谢和减少氧化应激()8Q)$+31> 抑制剂%和 /].
(#F$524,"抑制剂%能消除这些改善)#'*'

本研究结果发现(与715组比较(田蓟苷低+中+
高剂量组S/+5.#S细胞的 +?B' 值+还原型 -5b 水
平+-1]?+1)X++J.+31>"+31>+524,"+1-)."&
蛋白表达显著升高$!$'$'(%(凋亡率+465+3*++

[H#@ +,K+S;0+L;EJ;EH.%表达显著降低$!$'$'(%'
这说明田蓟苷可以激活+31>"524,""1-)."&信号
通路(抑制715诱导的细胞凋亡+铁积累和氧化应激(
促进S/+5.#S细胞增殖(而使用 +31> 抑制剂可

)8Q)减弱田蓟苷对 S/+5.#S细胞增殖的促进作
用(增强细胞凋亡+铁积累和氧化应激'这些结果提
示田蓟苷确实可以通过激活 +31>"524,""1-)."&
信号通路抑制715诱导的S/+5.#S细胞铁死亡'

综上所述(田蓟苷可通过激活 +31>"524,""

1-)."&信号通路(抑制715诱导的肺泡上皮细胞铁
死亡(其可能是具有开发前景的治疗+72的药物'当
然(本研究尚存在不足之处(仅在S/+5.#S一种细胞
株上验证了田蓟苷调控+31>"524,""1-)."&通路
对肺泡上皮细胞铁死亡的影响(未在原代细胞中进行
验证(并且本研究中未设置524,"和1-)."&抑制
组(这将作为后续的研究内容'
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