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#摘要$!目的'探讨降钙素基因相关肽 !=*3=)74+)+,/2+2,623*729 5257)92#KI@O"对人支气管上皮细胞

分泌基质金属蛋白酶,R !-*76)V-27*33456472)+*;2,R #HHO,R " 明̂胶酶 a的影响及其机制$ 方法'采用逆转

录聚合酶链式反应及明胶酶谱法#观察给予不同浓度的 KI@O! '#

j'#

m'#

j0

-43̂Y"刺激及 KI@O'#

j0

-43̂Y刺激后不同时间点! 0 #'" #'S #"Q #%0 和 QS :" HHO,R 活性和基因表达量的变化$ 结果'体外培养

的人支气管上皮细胞能分泌 HHO,R %KI@O干预呈剂量及时间依赖方式上调人支气管上皮细胞 HHO,R

的活性和 --CLN -@[M的表达!Co#?#' " %KI@O上调人支气管上皮细胞 HHO,R 活性和表达的作用可

为蛋白激酶 K阻断剂 W,$ 及钙调蛋白阻断剂 .,$ 部分逆转 !Co#?#& " $ 结论'KI@O可明显上调人支

气管上皮细胞 HHO,R 的活性和表达#其胞内信号转导机制与蛋白激酶和钙调蛋白信号途径有关$

#关键词$! 降钙素基因相关肽%!人支气管上皮细胞%!基质金属蛋白酶,R
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!! 支 气管上皮 细 胞 ! B64+=:)*325)7:23)*3=233;#

aNK;"是气道炎症和物理刺激因子的靶细胞- 气

道疾病常伴有不同程度气道上皮结构完整性的破

坏和功能受损#而疾病的缓解有赖于上皮完整性

的恢复与维持- 气道上皮的修复包括细胞向损伤

部位的迁移.增殖和铺展#以及上皮下基膜的修

复- 基 质 金 属 蛋 白 酶 ! -*76)V-27*33456472)+*;2;#

HHO"是一类活性依赖于锌离子的蛋白酶大家族#

经激活后参与胶原等细胞外基质的降解#影响组

织损伤后的修复及重塑#与支气管哮喘等多种肺

部疾病密切相关%',%&

- 正常状态下支气管上皮细

胞仅少量表达 HHO,R 明̂胶酶 a#但经 U[_,

#

等促

炎因子作用后表达显著增加#在气道损伤修复过

程中起重要作用%Q,&&

- 降钙素基因相关肽 ! =*3=)74,

+)+ /2+2,623*729 5257)92# KI@O" 是肺内重要的感觉

神经肽之一#具有收缩支气管平滑肌.增加血管通

透性及促进黏液分泌等多种生物学活性%0&

*与速

激肽一起参与神经源性炎症的形成#与哮喘等肺

部疾病的发生.发展有关%$,S&

- 而存在于气道局部

微环境中的肺内神经肽 KI@O对 HHO有何影响尚

未见报道- 本研究旨在观察 KI@O对人支气管上

皮细 胞 ! :>-*+ B64+=:)*325)7:23)*3=233;# WaNK;"

HHO,R 分泌的影响#并探讨其信号转导途径-

!"材料与方法

'?' ! 材料 ! ! 永生化 人支气管上皮细胞株

'0WaN'Q4,由美国加州大学旧金山分校 I6>2+267

教授惠赠*@OHF'0Q# 培养基#.,$ !钙调素抑制

剂" #W,$ !OJK抑制剂 " #KI@O#YO1 !脂多糖 " #考

马斯亮蓝 @,"&# #溴酚蓝#丙烯酰胺#[,[g,甲叉双

丙烯酰胺#明胶#甘氨酸#过硫酸胺# UNHNG和

U6)74+ c,'## 均为 1)/-*产品# 76);,B*;2#1G1 为 M-,

62;=4公司产品*d+K3

"

#GNOK为 aaF公司产品*蛋

白 H*6A26#U*X G[M聚合酶# 9[UO为 HaF公司产

品*逆转录试剂盒为 O64-2*/*产品*U6)Z43为 F+8)764,

/2+ Y)<272=:+434/)2;产品*引物.G[M-*6A26为 U*A*,

6*!大连宝生物公司 "产品*胎牛血清.青 链̂霉素

均为国产-

'?"!细胞培养!!WaNK;在含有 '&\胎牛血清

的 @OHF'0Q# 培养基中培养#然后按 ' k'#

S个 Ŷ

接种至 0 孔培养板中- 当细胞 S#\融合时#换无

血清培养基#于 "Q : 后进行以下处理$! ' "量效研

究- 采用不同浓度的 KI@O! '#

j'#

m'#

j0

-43̂Y"

处理 WaNK;"Q :*!" "时效研究- 在培养的 WaNK;

中加入 KI@O'#

j0

-43̂Y分别孵育 0 #'" #'S #"Q #

%0 和 QS :*! % "信号转导- 在培养的 WaNK;中加

入 W,$ 和 .,$ ! '#

j&

-43̂Y" %# -)+ 后#再加入

KI@O!'#

j0

-43̂Y" - 实验结束时#提取 WaNK;培

养上清及细胞总 @[M-

'?% ! 实 验 分 组 ! ! ! ' " 对 照 组* ! " " KI@O

!'#

j'#

m'#

j0

-43̂Y" 组* ! % " KI@O! '#

j0

-43̂

Y" lW,$ ! '#

j&

-43̂Y" 组* ! Q " KI@O! '#

j0

-43̂

Y" l.,$ !'#

j&

-43̂Y"组-

'?Q!WaNK;培养上清液总蛋白含量测定!!用考

马斯亮蓝法 !a6*9<469 法"测定培养上清液总蛋白

含量-

'?&!明胶酶谱法检测 WaNK;的 HHO,R 活性!!

参照文献 % R & #配制 '#\ 1G1,聚丙烯酰胺凝胶

!分离胶#含 '\明胶 "和 &\ 1G1,聚丙烯酰胺凝

胶!浓缩胶" - 取总蛋白含量为 '#

&

/的细胞培养

上清液与 Q k上样缓冲液 ! &\ 1G1# "\ 蔗糖#

#?"\溴酚蓝#&# --43̂YU6);WK3# 5W0?S "混匀#

置 && f水浴 % m& -)+#上样*于 Qf条件下在电泳

缓冲液! "& --43̂YU6);WK3#"&# --43̂Y甘氨酸#

5WS?% # #?'\ 1G1 "中电泳 ! '## L#约 " m% : "

后#用 "?&\ U6)74+ c,'## 洗 涤 " 次 ! 每 次 %#

-)+" #置于底物缓冲液 ! &# --43̂YU6);WK3# '#

--43̂YK*K3

"

# "## --43̂Y[*K3# '

&

-43̂Yd+K3

"

#

#?#"\[*[

%

#5W$?& "中 %$ f孵育过夜 ! '0 m"#

:" ##?'"&\考马斯亮蓝 @,"&# 染色#脱色液 !甲

醇i水i冰醋酸 Q&iQ&i'#"脱色至蓝色背景下白色条

带清晰为止- 用 [FW F-*/2(L'?%' 软件进行分

析#测 定 面 积 灰 度# 以 光 密 度 代 表 其 活 性 及

表达量-

'?0 ! @U,OK@检 测 WaNK;的 --CLN -@[M的

表达!!按U6)Z43试剂盒 说 明 提 取 总 @[M# 取 总

@[M'

&

/进行逆转录- 根据 I2+2a*+A 序列#设计

"$$
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引物序列为$HHO,R 上游引物为 &g,IKIIMIMUU,

IIIMMKKMIKUIUM,%g#下游引物 &g,IMKIKIKKU,

IUIUMKMKKKMKM,%g#扩增片段 %'% B5- OK@反应

条件为$R& f & -)+ 预变性#RQ f &# ;# 0" f %#

;# $" f Q# ;共 %& 个循环#$" f & -)+ 终止反应*

"

,*=7)+ 作为内参照#上游引物 &g,MKKKKKMKU,

IMMMMMIMUIM,%g# 下 游 引 物 &g,MUKUUKMMMK,

KUKKMUIMUI,%g#扩增片段 '"# B5- OK@反应条件

为$R& f & -)+ 预变性# RQ f &# ;# &S f %# ;#

$" f Q# ;共 %# 个循环#$" f & -)+ 终止反应- 取

'#

&

Y扩增产物经 "\琼脂糖凝胶 !含溴化乙锭

#?& /̂Y"电泳#用 [FW F-*/2(L'?%' 软件进行分

析#测定面积灰度#以光密度代表其表达量#并用

对应
"

,*=7)+ 表达量计算目的基因的相对表达量-

'?$!统计学处理!!实验结果以均数 n标准差

!

!

Kn4" 表示#采用 1O11 '%?# <46C)+94C;统计软

件#组间比较采用方差分析#两两比较采用配对 %

检验#Co#?#& 为差异有统计学意义-

#"结""果

"?'!KI@O对 WaNK;分泌的 HHO,R 活性的影响

"?'?'!不同浓度 KI@O对 WaNK;分泌的 HHO,R

活性的影响 ! ! 在培养的 WaNK;中分别加入

'#

j'#

#'#

jR

#'#

jS

#'#

j$和 '#

j0

-43̂Y的 KI@O作用

"Q :#提取上清液- 明胶酶谱法分析 WaNK;上清

液显示#KI@O处理组 WaNK;上清液中 HHO,R 的

活性与对照组比较均有不同程度增加#在 '#

j0

-43̂Y时达到峰值#约为对照组的 " 倍 !图 ' " #表

明 KI@O能呈剂量依赖性增加 WaNK;HHO,R 的活

性- 以此结果为根据#选择 KI@O'#

j0

-43̂Y为进

一步的实验剂量-

"?'?"!不同时间点 KI@O对 WaNK;分泌的HHO,R

活 性 的 影 响 ! ! 在 培 养 的 WaNK;中 加 入

'#

j0

-43̂Y的 KI@O#分别孵育 0 #'" #'S #"Q #%0 和

QS :#提取上清液- 明胶酶谱法分析上清液显示#

从 '" : 起#WaNK;HHO,R 的活性在同一时间点KI@O

'#

j0

-43̂Y处理组均较对照组明显增加 !图 " #表

' " #表明 KI@O呈时间依赖性增加 WaNK;分泌的

HHO,R 活性-

"?"!KI@O对 WaNK;--CLN -@[M表达的影响!

!@U,OK@扩增结果表明#'#

j'#

#'#

jR

# '#

jS

# '#

j$

和 '#

j0

-43̂Y的 KI@O处 理 组 与 对 照 组 比 较

--CLN -@[M表达量差异有显著性 !KI@O浓度为

'#

j'#

-43̂Y时与对照组相比#Co#?#& *其余浓度

与对照组相比#Co#?#' #图 % " #提示 KI@O亦能

促进 WaNK;--CLN -@[M的表达-

"?%!W,$ 和 .,$ 对 KI@O促进 WaNK;分泌与表

达 HHO,R 的影响

"?%?'!W,$ 和 .,$ 对 KI@O促进 WaNK;HHO,R

分泌的影响!!明胶酶谱法分析上清液显示#与

KI@O! '#

j0

-43̂Y" 单独处理组相比较#经 W,$

! '#

j&

-43̂Y" 和 .,$ ! '#

j&

-43̂Y" 预处理后#

WaNK;培养上清液中 HHO,R 的相对活性分别为

! SS?% nQ?$ "\ 和 ! $R?& n$?' "\ # 差异有显

著性!Co#?#& #图 Q " #提示 KI@O促进 WaNK;分

泌 HHO,R 的作用可被 W,$ 及 .,$ 部分阻断-

"?%?" ! W,$ 和 .,$ 对 KI@O促进 WaNK;表达

--CLN -@[M的影响!!@U,OK@扩增结果表明#

经 W,$ 和 .,$ 预处理后#WaNK;的 --CLN -@[M

相对表达量分别为 #?RQ n#?#% 和 '?#' n#?#" #

与 KI@O! '#

j$

-43̂Y"单独处理组相比较#差异有

显著性!Co#?#& #图 & " #表明 W,$ 及 .,$ 能部分

阻断 KI@O刺激 WaNK;--CLN -@[M表达的作用-

!!"#$

%&'()&*+++++,-

#,-

++++++++,-

#.

+++++++++,-

/0

++++++++,-

#1

++++++++++,-

#2

%34"

+56&*789

图!"KI@O对人支气管上皮细胞分泌HHO,R 的影响

L+1)!KI@O!'#

j'#

m'#

j0

-43̂Y" 4+ HHO,R 5649>=7)4+ *+9

*=7)8)7D)+ :>-*+ B64+=:)*325)7:23)*3=233;

%$$
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图#"不同时间点KI@O对人支气管上皮细胞分泌HHO,R 的影响!M$对照组*a$KI@O!'#

j0

-43̂Y"处理组

L+1)#N<<2=74<KI@O4+ HHO,R 5649>=7)4+ *+9 *=7)8)7D)+ :>-*+ B64+=:)*325)7:23)*3=233;*70#'"#'S#"Q#%0#QS :!M$ K4+7643

/64>5* a$ KI@O!'#

j0

-43̂Y" 762*729 /64>5

!!"#$

%&'()*+

,--./0

1--./0

2--./0

3--./0

4--./0

!......56+)768....49

&4-

......4-

&:

.......49

&,

.......49

&;

.....49

&1

5<="

>?68@AB

!!"&:

56+)768......5<="....5<="CD;..5<="CE;

图$"KI@O对人支气管上皮细胞--CLN -@[M表达的影响

L+1)$F+<3>2+=2;4<KI@O4+ --CLN -@[M32823)+ :>-*+

B64+=:)*325)7:23)*3=233;

图%"W,$ 和.,$ 对KI@O促进人支气管上皮细胞HHO,R 分

泌的影响

L+1)%F+:)B)7)4+ 4<HHO,R 5649>=7)4+ *+9 *=7)8)7DBD.,$ *+9

W,$ )+ :>-*+ B64+=:)*325)7:23)*3=233;

表!"不同时间点KI@O对人支气管上皮细胞HHO,R 活性的影响!平均吸光度#

!

Kn4# $ h&"

$,<34!"N<<2=74<KI@O4+ HHO,R 5649>=7)4+ *+9 *=7)8)7D)+ :>-*+ B64+=:)*325)7:23)*3=233;*70#'"#'S#"Q#%0#*+9 QS : !

!

Kn4# $h&"

HHO,R 活性

0 : '" : 'S : "Q : %0 :

对照组 "0?S n#?S% #?% n'?' %%?' n'?" %$?' n#?S %&?" n#?&

KI@O组 "R?S n#?0

%$?$ n#?S

$$

%R?# n'?#

$$

Q%?" n"?&

$$

Q0?' n"?$

$$

!!与 0 :组相比#

$$

Co#?#'

!!"#$

%&'()*+

,--./0

1--./0

2--./0

!............34+)546.......378"..........9:;.............9<;
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图&"W,$ 和 .,$ 对 KI@O促进人支气管上皮细胞 --CLN

-@[M表达的影响
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支气管上皮细胞本身具有活跃的 KI@O基础

分泌和 KI@O受体的表达#是气道局部 KI@O的重

要来 源 之 一# 也 是 KI@O作 用 的 重 要 靶 细 胞-

KI@O能促进气道上皮细胞的迁移#也能刺激 aNK

合成和释放多种炎症因子#引起气道上皮细胞的

脱落 而 导 致 哮 喘 等 气 道 高 反 应 性 疾 病%$,S#'#&

-

HHO;是一类能水解细胞外基质和基底膜成分的

蛋白酶大家族#目前在人类至少已经分离识别出

"% 个成员#其底物主要为细胞外基质- 大多数

HHO;以酶原形式分泌#随后在细胞外间隙激活发

挥作用- 因此#HHO的调节至少存在 % 个水平$转

录水平调控.酶原的激活和 HHO;活性的抑制-

HHO;的活性能被其特异性基质金属蛋白酶组织

抑制因子!7);;>2)+:)B)746;4<-*76)V-27*33456472)+*;2#

UFHO;"所抑制- 而 HHO;̂ UFHO;比值失衡与多种

肺疾病的发生.发展相关#是哮喘气道重塑及慢性

阻塞性肺病肺结构破坏的主要特征之一- 近年来

的研究显示#多种细胞因子可刺激支气管上皮细

胞分泌 HHO,R 并参与气道重塑%'','"&

- W4Z>-)等%'%&

发现#U[_,

#

能刺激人支气管上皮细胞分泌.表达

HHO,R #其胞内信号转导途径与 [_,

$

a激活有关#

Q$$
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也具有相同的作用%'Q&

- 因此#KI@O的促炎

作用可介导支气管上皮细胞 HHO,R 的分泌增加#

与支气管哮喘等炎性疾病中的气道重塑相关%'&&

-

本实验结果显示#KI@O可呈剂量依赖性和时间依

赖性促进 WaNK;分泌及表达 HHO,R #提示 KI@O

对 WaNK;分泌和表达 HHO,R 具有调控作用-

蛋白激酶 K! 56472)+ A)+*;2#OJK" 和钙调蛋白

!=*3-49>3)+#K*H"是细胞内信号转导的重要环节-

文献报道#OJK途径与 HHO,R 的表达相关%'0&

- 本

室进一步研究观察到#KI@O促进 WaNK;分泌和表

达 HHO,R 的的作用可被 OJK阻断剂 W,$ 及 K*H

阻断剂 .,$ 部分逆转#表明其胞内信号途径与

OJK及 K*H有关-

气道上皮损伤修复和气道重塑的调控因子网

络十分复杂- 本研究观察到#肺内神经肽 KI@O可

上调支气管上皮细胞促炎因子的分泌及 HHO,R

的表达- 气道内的 HHO,R 参与气道上皮细胞迁

移铺展#有利于损伤后的修复*但 HHO,R 表达过

量可放大炎症反应#基底膜过度降解#加重组织损

伤#导致支气管上皮的脱落#抑制气道损伤后的修

复#从而加速支气管哮喘的发生发展- 鉴于 KI@O

和 HHO,R 在肺内作用的复杂性#作者推测在气道

轻度损伤或损伤的早期 KI@O促进 HHO,R 的适度

表达有助于气道上皮修复#而严重或反复损伤可

导致 HHO,R 的过度分泌或活性过强则加重损伤-
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