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摘要：目的　探讨桑色素改善哮喘气道炎症的潜在作用机制。方法　在动物实
验中，大鼠随机分为动物对照组、动物模型组［卵清蛋白（ＯＶＡ）诱导］、动物低剂
量实验组（ＯＶＡ诱导＋１０ｍｇ·ｋｇ－１桑色素）、动物中剂量实验组（ＯＶＡ诱导 ＋
３０ｍｇ·ｋｇ－１桑色素）和高剂量实验组（ＯＶＡ诱导＋１００ｍｇ·ｋｇ－１桑色素），每组
１０只，治疗４周后，收集支气管肺泡灌洗液（ＢＡＬＦ）、血清备用及取肺组织，用蛋
白质印迹法检测鼠双微体基因 ２（ＭＤＭ２）蛋白表达，用酶联免疫吸附法测定
（ＥＬＩＳＡ）检测ＢＡＬＦ炎性因子表达，用实时荧光定量聚合酶链反应 （ＲＴ－ｑＰＣＲ）法
检测肿瘤蛋白５３（ｐ５３）、ＢＣＬ－２相关 Ｘ蛋白（Ｂａｘ）ｍＲＮＡ表达。在细胞实验
中，将１６ＨＢＥ细胞随机分为细胞空白组、细胞模型组［５０μｇ·Ｌ－１的白细胞介素
（ＩＬ）－１３］、细胞实验组（６５μｍｏｌ·Ｌ－１的桑色素 ＋ＩＬ－１３）、ｓｉ－ＮＣ组（转染
ｓｉ－ＮＣ＋６５μｍｏｌ·Ｌ－１的桑色素 ＋ＩＬ－１３）和 ｓｉ－ＭＤＭ２组（转染 ｓｉ－ＭＤＭ２＋
６５μｍｏｌ·Ｌ－１的桑色素 ＋ＩＬ－１３），处理 ４８ｈ后，用原位末端转移酶标记法
（Ｔｕｎｅｌ）检测细胞凋亡率，用蛋白质印迹法检测蛋白表达和 Ｐ５３泛素化水平。
结果　在动物实验中，动物对照组、动物模型组、动物低、中、高剂量实验组的
ＭＤＭ２蛋白相对表达水平分别为 ０６５±００５、０３２±００３、０４１±００６、
０４６±００４和 ０５１±００５；ＢＡＬＦ－ＩＬ－１３水平分别为（１５４４±１１９）、
（５５４３±３９０）、（４８７９±４８８）、（３７２５±４５９）和（２５６４±１６４）ｐｇ·ｍＬ－１；
ｐ５３ｍＲＮＡ相对表达水平分别为 １００±０１４、１７５±０１３、１５１±０１２、
１４４±００９和 １２４±０１４；ＢａｘｍＲＮＡ相对表达水平分别为 １００±０１４、
１９４±０１６、１７５±０１７、１６２±０１７和１３９±００９；上述指标，动物模型组与动
物对照组比较，动物低、中、高剂量组分别与动物模型组比较，差异均具有统计学

意义（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）。在细胞实验中，细胞空白组、细胞模型组、细胞实验组、
ｓｉ－ＮＣ组和 ｓｉ－ＭＤＭ２组细胞凋亡率分别为（３９４±０２７）、（３１７６±２３９）、
（１９９３±１９１）、（１８１４±２５０）和（２５９７±１７４）％；ＭＤＭ２蛋白相对表达水平分别
为０９１±００９、０４４±００５、０６６±００８、０６８±００５和０２１±００４；上述指标，
细胞模型组与空白组比较，细胞实验组与细胞模型组比较，ｓｉ－ＭＤＭ２组与 ｓｉ－
ＮＣ组比较，在统计学上差异均具有统计学意义（均Ｐ＜００１）。结论　桑色素可
能通过上调ＭＤＭ２泛素化调节ｐ５３减轻哮喘气道炎症及细胞凋亡。
关键词：桑色素；哮喘；支气管上皮细胞；炎症反应；鼠双微体基因２；凋亡；泛素化
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０９１±００９，０４４±００５，０６６±００８，０６８±００５ａｎｄ０２１±００４，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｗｈｅｎｃｏｍｐａｒｉｎｇｔｈｅ
ｃｅｌｌｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐｗｉｔｈｔｈｅｃｅｌｌｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｃｅｌｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｗｉｔｈｔｈｅｃｅｌｌｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｓｉ－
ＭＤＭ２ｇｒｏｕｐｗｉｔｈｔｈｅｓｉ－ＮＣｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｏｆｔｈｅａｂｏｖｅｉｎｄｉｃａｔｏｒｓｗｅｒｅａｌｌｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（ａｌｌ
Ｐ＜００１） Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｍｏｒｉｎｍａｙａｌｌｅｖｉａｔｅａｓｔｈｍａｔｉｃａｉｒｗａｙｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎａｎｄｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｂｙ
ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｎｇＭＤＭ２ｕｂｉｑｕｉｔｉｎａｔｉｏｎｔｏｒｅｇｕｌａｔｅｐ５３
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｍｏｒｉｎ；ａｓｔｈｍａ；ｂｒｏｎｃｈｉａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌ；ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｒｅｓｐｏｎｓｅ；ｍｕｒｉｎｅｄｏｕｂｌｅｍｉｎｕｔｅ２；ａｐｏｐｔｏｓｉｓ；
ｕｂｉｑｕｉｔｉｎａｔｉｏｎ

　　哮喘是一种慢性呼吸道炎症性疾病，已成为严重
的全球公共卫生问题之一，对患者的健康和生活质量

造成了严重影响，同时也给全球卫生系统带来了巨大

的经济负担［１］。吸入皮质类固醇治疗哮喘已取得重

大进展，然而，在严重哮喘和以中性粒细胞浸润为特

征的哮喘中，皮质类固醇的使用通常受到限制［２－３］，

因此寻找新的治疗药物和治疗靶点以改善哮喘的治

疗效果尤为重要。据报道，在包括哮喘在内的过敏性

疾病的临床试验中，中药具有改善哮喘的效果［４］，

桑色素是从桑科植物中提取的一种黄酮类化合物，研

究表明桑色素具有明显的抗炎活性，在包括哮喘在内

的过敏性炎症疾病中发挥重要作用［５－６］。气道上皮

细胞结构完整性收到破坏被认为是触发和加剧哮喘

气道炎症的关键起始环节，基于此，本研究旨在通过

体内、外实验探究桑色素维持气道上皮细胞结构完整

性减轻哮喘气道炎症的潜在作用机制，以期为寻找治

疗哮喘新策略提供思路。

材料与方法

１　材料
动物　６周龄的雄性 ＳＰＦ级别 ＳＤ大鼠，体质量：

２００～２３０ｇ，购自西南医科大学，动物生产许可证号：
ＳＣＸＫ（川）２０２４－００４６，动物使用许可证号：ＳＹＸＫ
（川）２０２３－００６５；所有动物均饲养在动物房中（１２ｈ／
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１２ｈ明／暗交替，温度：２２～２４℃，湿度：４５％ －
５０％），自由进食和饮水。本研究已获得川北医学院
附属医院医学伦理委员会的批准 （伦理批号：

２０２２ＥＲ５１２－１）。
细胞　人支气管上皮细胞 １６ＨＢＥ，人胚肾细胞

２９３Ｔ，均购自美国型培养菌种集（ＡｍｅｒｉｃａｎＴｙｐｅ
ＣｕｌｔｕｒｅＣｏｌｌｅｃｔｉｏｎ，ＡＴＣＣ）公司。

药品与试剂　桑色素，规格：每支 ２０ｍｇ，纯度：
"

９８％，批号：２０２４１２１０，上海源叶生物科技有限公司
生产；卵清蛋白（ｏｖａｌｂｕｍｉｎｓ，ＯＶＡ），规格：每瓶１００ｍｇ，
纯度：９８１％，批号：２０２５０１１１，美国 ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ
公司生产；重组白细胞介素（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，ＩＬ）－１３，规
格：每瓶１００μｇ，纯度：９５％，批号：２０２４１２１８，北京百
普赛斯生物科技股份有限公司生产；３，３′－二氨基联
苯胺（３，３′－ｄｉａｍｉｎｏｂｅｎｚｉｄｉｎｅ，ＤＡＢ）显色试剂盒，上海
贝博生物科技有限公司生产；苏木精伊红（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ
－ｅｏｓｉｎ，ＨＥ）染色液，江西南昌雨露实验器材有限公
司生产；鼠双微体基因 ２（ｍｕｒｉｎｅｄｏｕｂｌｅｍｉｎｕｔｅ２，
ＭＤＭ２）、肿瘤蛋白 ５３（ｔｕｍｏｒｐｒｏｔｅｉｎ５３，ｐ５３）、ＢＣＬ２
相关Ｘ蛋白（ＢＣＬ２－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄＸｐｒｏｔｅｉｎ，Ｂａｘ）及同种
属二抗，均由美国 Ａｂｃａｍ公司生产；白细胞介素
（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，ＩＬ）－１３、ＩＬ－５、ＩＬ－４酶联免疫吸附测定
（ｅｎｚｙｍｅ－ｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）试剂盒，
均由上海沪震实业有限公司生产；免疫球蛋白 Ｅ
（ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎＥ，ＩｇＥ）试剂盒，上海抚生实业有限公
司生产；杜尔贝科改良伊格尔培养基（Ｄｕｌｂｅｃｃｏ’ｓ
ＭｏｄｉｆｉｅｄＥａｇｌｅ’ｓｍｅｄｉｕｍ，ＤＭＥＭ），广东环凯微生物科
技有限公司生产；Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００转染试剂、逆转录
试剂盒，均由北京杰辉博高生物技术有限公司生产；原

位末端转移酶标记法（ＴｄＴｍｅｄｉａｔｅｄｄＵＤＰｎｉｃｋｅｎｄ
ｌａｂｅｌｉｎｇ，Ｔｕｎｅｌ）试剂盒，上海碧云天生物有限公司
生产；Ｈｉｓ签单克隆抗体、Ｆｌａｇ标签单克隆抗体，均
由湖北武汉三鹰生物技术公司生产；引物合成、Ｖ５
－Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ及质粒合成，均有上海吉玛制药技术有
限公司完成。

ＲＴ－６１００型酶标仪，深圳雷杜生命科学股份
有限公司产品；ＮＩＢ９００－ＦＬ型荧光显微镜，中国
Ｎｅｘｃｏｐｅ公司产品；ＮａｎｏＤｒｏｐＯｎｅ型紫外分光光度
计，美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司产品；ＰｉｋｏＲｅａｌ型五通
道实时荧光定量聚合酶链反应（ｒｅａｌ－ｔｉｍｅｆｌｕｏｒｅｓ
ｃｅｎｃｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＲＴ－
ｑＰＣＲ）仪，美国 ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司产品；ＢｏｌｔＴＭ
Ｂｉｓ－ＴｒｉｓＰｌｕｓ型预制凝胶蛋白电泳系统，美国 Ｌｉｆｅ
Ｔｅｃｈ公司产品。

２　方法
２１　动物实验
２１１　动物模型构建［７］

所有大鼠适应性饲养１周后使用 ＯＶＡ诱导法进
行造模：在开始造模的第１、１４ｄ腹腔注射 ＯＶＡ混合
液（含 １％ＯＶＡ生理盐水和 １６０ｍｇ的氢氧化铝）
１ｍＬ，对照组注射等剂量的生理盐水；在造模的第
２１ｄ起，用５％的ＯＶＡ进行雾化激发：大鼠每次雾化
吸入ＯＶＡ３０ｍｉｎ，一天２次，连续７ｄ。结束后连续
２次１ｇ·Ｌ－１的ＯＶＡ滴鼻激发试验阳性则视为造模
成功，本研究所有大鼠均造模成功。

２１２　动物分组处理及样本收集
将大鼠随机分为动物对照组、动物模型组、动物

低剂量实验组、中剂量实验组、高剂量实验组，每组

１０只，除动物对照组外其余组大鼠均按照“２１１”中
方法进行造模，其中，低、中、高剂量实验组大鼠造模

后分别口服１０、３０、１００ｍｇ·ｋｇ－１的桑色素，对照组和
模型组大鼠均口服等剂量的生理盐水，１天１次，连续
４周。给药结束后，麻醉大鼠，取眼眶静脉血备用，并
剪开皮肤分离器官，气管插管后结扎右主支气管，用

磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）１０ｍＬ
灌洗左肺，收集支气管肺泡灌洗液（ｂｒｏｎｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒ
ｌａｖａｇｅｆｌｕｉｄ，ＢＡＬＦ）备用；然后处死大鼠取肺组织备用。
２１３　免疫组化法检测肺组织 ＭＤＭ２蛋白表达水
平［８］

取各组大鼠肺组织并用４％多聚甲醛固定２４ｈ，
用乙醇梯度脱水后二甲苯渗透，然后经石蜡浸蜡和包

埋后制片；用柠檬酸钠溶液进行抗原修复后滴加过氧

化氢（３％），避光孵育１０ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗后用山羊血清
封闭２０ｍｉｎ，滴加ＭＤＭ２一抗（１∶１００），４℃下孵育过
夜，ＰＢＳ清洗，然后滴加二抗试剂，３７℃下孵育
３０ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗后用链霉亲和素 －生物素一过氧化
物酶复合物试剂孵育 ２０ｍｉｎ，然后使用 ＤＡＢ显色
５ｍｉｎ，流水冲洗 ５ｍｉｎ，苏木素染色 １ｍｉｎ后流水冲
洗，再用酸性分化液处理１０ｓ，ＰＢＳ清洗后乙醇梯度脱
水、二甲苯透明，中性树胶封片并用显微镜观察。并

用半定量评分法量化炎症程度。

２１４　ＨＥ染色法检测肺组织炎症损伤［９］

取各组大鼠肺组织并用４％多聚甲醛固定２４ｈ，
用乙醇梯度脱水后二甲苯渗透，然后经石蜡浸蜡和包

埋后制片；取肺组织石蜡切片浸入二甲苯１０ｍｉｎ，乙
醇梯度脱水，然后用苏木素染色５ｍｉｎ，流水冲洗，分
化液分化３０ｓ后用伊红试剂染色２ｍｉｎ，流水冲洗；经
乙醇脱水和而基本处理后中性树胶封片并用显微镜
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Ｖｏｌ４２Ｎｏ８Ａｐｒｉｌ２０２６（ＳｅｒｉａｌＮｏ４５４）

观察。

２１５　蛋白质印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，ＷＢ）法检测蛋白
表达水平［１０］

收集肺组织，加入放射免疫沉淀裂解液，冰上裂

解３０ｍｉｎ后，离心（１２０００ｒ·ｍｉｎ－１，１０ｍｉｎ）收集上
清液（即总蛋白），检测总蛋白浓度；取适量蛋白样品

进行十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳分离蛋白，

并转至聚偏二氟乙烯膜（用脱脂奶粉封闭１２０ｍｉｎ）；
滴加一抗［ＭＤＭ２（１∶１０００）、ｐ５３（１∶１０００）、Ｂａｘ
（１∶２０００）］后，４℃孵育过夜，次日滴加二抗稀释液
（１∶５０００）室温下结合１２０ｍｉｎ，滴加电化学发光液并
曝光成像，用ＩｍａｇｅＪ软件分析灰度值。
２１６　ＥＬＩＳＡ法检测炎性因子表达［９］

取大鼠 ＢＡＬＦ和血清样本，离心后收集上清液，
然后严格按照 ＥＬＩＳＡ试剂盒操作步骤检测 ＢＡＬＦ中
ＩＬ－１３、ＩＬ－５、ＩＬ－４及血清ＩｇＥ水平。
２１７　ＲＴ－ｑＰＣＲ法检测相关基因表达［１１］

收集各组肺组织，用 ＴＲＩｚｏｌ方法提取总 ＲＮＡ，并
用紫外分光光度计检测２６０ｎｍ和２８０ｎｍ处 ＲＮＡ吸
光值用以检测提取的 ＲＮＡ纯度；根据逆转录试剂盒
将ＲＮＡ逆转录为ｃＤＮＡ，并进行实时荧光定量ＰＣＲ扩
增，以甘油醛 －３－磷酸脱氢酶（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ－３－
ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）为内参，用２－ΔΔＣｔ法
分析目的基因相对表达量，引物序列见表１。

表１　各基因引物序列
Ｔａｂｌｅ１　Ｔｈｅｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｅａｃｈｇｅｎｅ

Ｇｅｎｅ Ｆｏｒｗａｒｄ（５’－３’） Ｒｅｖｅｒｓｅ（５’－３’）

ｐ５３ ＴＡＧＣＧＡＣＴＡＣＡＧＴＴＡＧＧＧＧＧＴＣＴＣＣＴＡＴＣＧＧＣＴＴＣＣＡＧＴＣＴＴ
ｐ２１ ＣＡＣＧＡＡＡＣＡＧＧＣＴＣＡＧＧＡＧＴ ＧＣＡＴＣＧＴＣＡＡＣＡＣＣＣＴＧＴＣＴ
Ｂａｘ ＣＴＣＡＡＧＧＣＣＣＴＧＴＧＣＡＣＴＡＡ ＧＧＡＡＡＧＧＡＧＧＣＣＡＴＣＣＣＡＧ
Ｎｏｘａ ＧＡＧＣＣＣＣＡＧＡＧＴＣＣＡＧＡＴＴＧＧＡＡＴＴＣＡＧＧＣＧＧＴＡＡＣＴＣＴＧＣ
ＧＡＰＤＨ ＧＣＧＡＧＡＴＣＣＣＧＣＴＡＡＣＡＴＣＡＡＴＴＣＧＡＧＡＧＡＡＧＧＧＡＧＧＧＣＴ

ｐ５３：Ｔｕｍｏｒｐｒｏｔｅｉｎｐ５３；Ｂａｘ：ＢＣＬ２－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄＸｐｒｏｔｅｉｎ；Ｎｏｘａ：Ｐｈｏｒｂｏｌ－

１２－ｍｙｒｉｓｔａｔｅ－１３－ａｃｅｔａｔｅ－ｉｎｄｕｃｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１；ＧＡＰＤＨ：Ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ－

３－ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ．

２２　细胞实验
２２１　细胞培养［１２］

１６ＨＢＥ细胞培养在 ＤＭＥＭ培养基中，培养基中
含有１０％优质胎牛血清和 １％双抗，并置于培养箱
（３７℃，５％二氧化碳）中培养，每隔一天更换一次培
养液，细胞融合至７５％左右时进行消化传代。
２２２　细胞分组与处理

将１６ＨＢＥ细胞随机分为细胞空白组、细胞模型组、
细胞实验组、ｓｉ－ＮＣ组和ｓｉ－ＭＤＭ２组，细胞空白组细

胞进行常规培养，模型组细胞用５０μｇ·Ｌ－１的人重组
ＩＬ－１３刺激细胞４８ｈ，实验组细胞使用６５μｍｏｌ·Ｌ－１

的桑色素（预实验显示该剂量为对１６ＨＢＥ无细胞毒
性的最大剂量）及ＩＬ－１３处理细胞４８ｈ，ｓｉ－ＮＣ组细
胞使用Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００转染试剂将ｓｉ－ＮＣ质粒转
染至细胞 ２４ｈ后再用桑色素和 ＩＬ－１３继续处理
４８ｈ，ｓｉ－ＭＤＭ２组细胞将ｓｉ－ＭＤＭ２质粒转染至细胞
２４ｈ后再用桑色素和ＩＬ－１３继续处理４８ｈ。
２２３　Ｔｕｎｅｌ实验检测细胞凋亡［１３］

将细胞接种在６孔板中（每孔接种２×１０５个细
胞），分组处理后用 ４％多聚甲醛固定，ＰＢＳ清洗干
净，使用０１％ ＴｒｉｔｏｎＸ－１００试剂（用 ０１％柠檬
酸钠溶液配制）通透细胞 １０ｍｉｎ；然后根据 Ｔｕｎｅｌ
试剂盒滴加 ＴｄＴ混合液避光孵育６０ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗
细胞后加入二脒基苯基吲哚试剂进行核染 ５ｍｉｎ，
ＰＢＳ清洗后用抗荧光淬灭封片液滴在载玻片上用
荧光显微镜观察。

２２４　ＷＢ法检测蛋白表达
收集各组细胞，加入 ＲＩＰＡ裂解液，离心后根据

“２１５”中方法检测 ＭＤＭ２、Ｐ５３、Ｂａｘ蛋白相对表达
水平。

２２５　ＲＴ－ｑＰＣＲ法检测相关基因表达
收集各组细胞，用 ＴＲＩｚｏｌ方法提取总 ＲＮＡ，然后

根据２１７方法检测 ｐ５３、ｐ２１、Ｂａｘ、佛波酯 －１２－肉
豆蔻酸 －１３－乙酸酯诱导蛋白 １（ｐｈｏｒｂｏｌ－１２－
ｍｙｒｉｓｔａｔｅ－１３－ａｃｅｔａｔｅ－ｉｎｄｕｃｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１，Ｎｏｘａ）
ｍＲＮＡ相对表达量。
２２６　免疫共沉淀检测ＭＤＭ２与ｐ５３相互作用［１４］

取２９３Ｔ细胞，加入ＩＰ裂解液裂解３０ｍｉｎ，离心收
集蛋白上清；准备ＰｒｏｔｅｉｎＡ／Ｇ－Ａｇａｒｏｓｅ珠并清洗后加
入样品孵育２ｈ，离心收集沉淀；ＥＰ管中加入蛋白样
品并分别标记为ＩＰ、Ｉｎｐｕｔ、ＩｇＧ，其中 ＩＰ管根据抗体说
明加入适量抗体，ＩｇＧ管加入与 ＩＰ管同种属的 ＩｇＧ抗
体，Ｉｎｐｕｔ管不做处理，然后置于４℃摇床孵育过夜；次
日在ＩｇＧ管和ＩＰ管中加入清洗后的磁珠孵育２ｈ后
清洗保留沉淀，然后加入蛋白上样缓冲液在９５℃下
变性蛋白质并离心收集上清（免疫共沉淀得到的蛋白

质），然后进行ＷＢ分析。
２２７　ｐ５３泛素化检测［１４］

将２９３Ｔ细胞接种在６孔板中，融合至８０％左右
时，用转染试剂将相应的 Ｈｉｓ－ＭＤＭ２、Ｆｌａｇ－ｐ５３及
Ｖ５－Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ（Ｖ５－Ｕｂ）质粒转染至２９３Ｔ细胞，转染
４８ｈ后用ＭＧ１３２（μｍｏｌ·Ｌ－１）处理细胞１２ｈ，然后用
ＷＢ实验检测ｐ５３泛素化水平。
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３　统计学处理
用ＳＰＳＳ２６０统计软件进行数据分析，计量资料

以 珋ｘ±ｓ表示。组间比较用单因素方差分析，组间两两
比较用ＬＳＤ－ｔ检验。

结　　果

１　ＭＤＭ２在哮喘大鼠中低表达
免疫组化实验检测 ＭＤＭ２在哮喘大鼠肺组织中

的表达，动物对照组和模型组组织学评分分别为

（２６０±０４９）和（１５０±０５０）分，相比对照组，模型组
ＭＤＭ２蛋白相对表达水平显著降低（Ｐ＜００１），见图１。
２　桑色素上调ＭＤＭ２减轻哮喘大鼠肺部炎症

与对照组比较，模型组大鼠肺组织 ＭＤＭ２蛋白
相对表达水平显著降低，ＢＡＬＦ中 ＩＬ－１３、ＩＬ－５、
ＩＬ－４及血清 ＩｇＥ水平均显著升高（均 Ｐ＜００１）；

相比模型组，低、中、高剂量实验组 ＭＤＭ２蛋白水
平均显著升高，ＢＡＬＦ中 ＩＬ－１３、ＩＬ－５、ＩＬ－４及
血清 ＩｇＥ水平均显著降低（均 Ｐ＜００１），见图 ２
和表 ２。

ＨＥ染色结果显示，对照组大鼠黏膜上皮细胞排
列整齐，支气管管壁结构完整，周围无炎性细胞浸润；

与对照组比较，模型组大鼠气道上皮细胞排列紊乱，

由大量炎症细胞浸润；相比模型组，低、中、高剂量实

验组炎症细胞细胞浸程度减轻，其中高剂量实验组减

轻最为明显，见图３。
３　桑色素介导 ＭＤＭ２减少体内细胞凋亡相关基因
表达

与动物对照组比较，动物模型组大鼠肺组织ｐ５３、
ｐ２１、Ｂａｘ和ＮｏｘａｍＲＮＡ相对表达水平均显著升高（均
Ｐ＜００１）；相比动物模型组，动物低、中、高剂量实验
组 ｐ５３、ｐ２１、Ｂａｘ和 ＮｏｘａｍＲＮＡ水平均显著降低
（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１），见表３。

表２　各组大鼠鼠双微体基因２（ＭＤＭ２）蛋白和炎症因子水平的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｍｕｒｉｎｅｄｏｕｂｌｅｍｉｎｕｔｅ（２ＭＤＭ２）ｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｆａｃｔｏｒｌｅｖｅｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｏｆｒａｔｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ ＭＤＭ２ｐｒｏｔｅｉｎ
ＢＡＬＦ－ＩＬ－１３

（ｐｇ·ｍＬ－１）

ＢＡＬＦ－ＩＬ－５

（ｐｇ·ｍＬ－１）

ＢＡＬＦＩＬ－４

（ｐｇ·ｍＬ－１）

Ｓｅｒｕｍ－ＩｇＥ

（ｎｇ·ｍＬ－１）

Ａｎｉｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ １０ ０６５±００５ １５４４±１１９ ３４３０±２２１ ２９５４±１６７ ４３８±０３２

Ａｎｉｍａｌｍｏｄｅｌ １０ ０３２±００３ ５５４３±３９０ １２２７８±１０７４ １１０２８±９９１ ４３５９±２７７

Ａｎｉｍａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ－Ｌ １０ ０４１±００６＃＃ ４８７９±４８８＃＃ １０２９０±１０７４＃＃ ９０６７±１２２７＃＃ ３８６６±３７７＃＃

Ａｎｉｍａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ－Ｍ １０ ０４６±００４＃＃Δ ３７２５±４５９＃＃ΔΔ ８４３１±８８２＃＃ΔΔ ７２００±７５７＃＃ΔΔ ３１７３±３３６＃＃ΔΔ

Ａｎｉｍａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ－Ｈ １０ ０５１±００５＃＃ΔΔ＆ ２５６４±１６４＃＃ΔΔ＆＆ ６３５４±８３４＃＃ΔΔ＆＆ ５４４５±５７１＃＃ΔΔ＆＆ ２５４３±２４４＃＃ΔΔ＆＆

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈａｎｉｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００１，Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈａｎｉｍａｌｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，＃＃Ｐ＜００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈａｎｉｍａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ－Ｌｇｒｏｕｐ，ΔＰ＜００５，
ΔΔＰ＜００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈａｎｉｍａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ－Ｍｇｒｏｕｐ，＆Ｐ＜００５，＆＆Ｐ＜００１

图 １　免疫组化检测鼠双微体基因２（ＭＤＭ２）在哮喘大鼠肺组

织中的表达

Ｆｉｇｕｒｅ１　 Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｍｕｒｉｎｅｄｏｕｂｌｅ

ｍｉｎｕｔｅ（２ＭＤＭ２）ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｓｏｆａｓｔｈｍａｔｉｃｒａｔｓ
Ａｎｉｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ：Ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅ；Ａｎｉｍａｌｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ：

Ｉｎｄｕｃｅｄｂｙｏｖａｌｂｕｍｉｎｓ

图 ２　蛋白质印迹实验（ＷＢ）法检测肺组织 ＭＤＭ２蛋白相对
表达

Ｆｉｇｕｒｅ２　 ＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＭＤＭ２ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｌｕｎｇ
ｔｉｓｓｕｅｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ（ＷＢ）ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ
Ａｎｉｍａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ－Ｌｇｒｏｕｐ：Ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄ１０ｍｇ·ｋｇ－１ｍｏｒｉｎｂｙｇａｖａｇｅ

ａｆｔｅｒｍｏｄｅｌｉｎｇ；Ａｎｉｍａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ－Ｍｇｒｏｕｐ：Ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄ３０ｍｇ·ｋｇ－１

ｍｏｒｉｎｂｙｇａｖａｇｅａｆｔｅｒｍｏｄｅｌｉｎｇ；Ａｎｉｍａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ－Ｈｇｒｏｕｐ：ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄ

１００ｍｇ·ｋｇ－１ｍｏｒｉｎｂｙｇａｖａｇｅａｆｔｅｒｍｏｄｅｌｉｎｇ
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Ｖｏｌ４２Ｎｏ８Ａｐｒｉｌ２０２６（ＳｅｒｉａｌＮｏ４５４）

４　桑色素上调 ＭＤＭ２减少体外细胞凋亡及 ｐ５３下
游基因表达

与细胞空白组比较，细胞模型组细胞凋亡率及

ｐ５３、ｐ２１、Ｂａｘ、Ｎｏｘａ相对表达水平均显著升高，ＭＤＭ２
蛋白相对表达水平显著降低（均 Ｐ＜００１）；相比细胞
模型组细胞，细胞实验组细胞凋亡率及ｐ５３、ｐ２１、Ｂａｘ、
Ｎｏｘａ表达水平均显著降低，ＭＤＭ２蛋白相对表达水平
显著升高 （均 Ｐ＜００１）；相比 ｓｉ－ＮＣ组细胞，
ｓｉ－ＭＤＭ２组细胞凋亡率及ｐ５３、ｐ２１、Ｂａｘ、Ｎｏｘａ相对表
达水平均显著升高（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１），ＭＤＭ２蛋白
相对表达水平显著降低（Ｐ＜００１），见图４和表４。
５　ＭＤＭ２泛素化调节ｐ５３

免疫共沉淀结果显示，ＭＤＭ２与 ｐ５３具有相互作
用，见图４。在２９３Ｔ细胞中，过表达ＭＤＭ２可明显增
强ｐ５３泛素化水平，见图５。

图 ４　免疫共沉淀检测ＭＤＭ２与ｐ５３相互作用
Ｆｉｇｕｒｅ４　 ＴｈｅｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎＭＤＭ２ａｎｄｐ５３ｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄ
ｂｙｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ

图 ５　ＷＢ法检测ＭＤＭ２使ｐ５３泛素化
Ｆｉｇｕｒｅ５　 ＷＢｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｄｅｔｅｃｔｅｄｔｈａｔＭＤＭ２ｕｂｉｑｕｉｔｉｎａｔｅｄｐ５３

图 ３　苏木精伊红（ＨＥ）染色检测各组大鼠肺组织病理学损伤 （×４００）
Ｆｉｇｕｒｅ３　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｄａｍａｇｅｏｆｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｏｆｒａｔｓｂｙｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎｅｕｐａｔｏｒｉｕｍ（ＨＥ）ｓｔａｉｎｉｎｇ（×４００）

表３　各组大鼠肺组织凋亡相关基因表达的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ３　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｃｅｌｌｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐｏｆｒａｔｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｐ５３ｍＲＮＡ ｐ２１ｍＲＮＡ ＢａｘｍＲＮＡ ＮｏｘａｍＲＮＡ

Ａｎｉｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ １００±０１４ １００±０１２ １００±０１４ １００±０１３

Ａｎｉｍａｌｍｏｄｅｌ １７５±０１３ １８２±０１５ １９４±０１６ １５５±０１６

Ａｎｉｍａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ－Ｌ １５１±０１２＃＃ １６４±０１６＃ １７５±０１７＃ １４１±００９＃

Ａｎｉｍａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ－Ｍ １４４±００９＃＃ １４２±０１９＃＃Δ １６２±０１７＃＃ １２８±０１２＃＃Δ

Ａｎｉｍａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ－Ｈ １２４±０１４＃＃ΔΔ＆＆ １２９±０１１＃＃ΔΔ １３９±００９＃＃ΔΔ＆＆ １１３±０１４＃＃ΔΔ＆

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈａｎｉｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈａｎｉｍａｌｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈａｎｉｍａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ－Ｌｇｒｏｕｐ，
ΔＰ＜００５，ΔΔＰ＜００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈａｎｉｍａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ－Ｍｇｒｏｕｐ，＆Ｐ＜００５，＆＆Ｐ＜００１
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表４　各组细胞凋亡率及相关基因相对表达水平的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ４　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｓａｎｄｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ
Ｔｕｎｅｌｐｏｓｉｔｉｖｅ

ｒａｔｅ（％）

Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍＲＮＡ

ＭＤＭ２ ｐ５３ Ｂａｘ ｐ５３ ｐ２１ Ｂａｘ Ｎｏｘａ

Ｃｅｌｌｂｌａｎｋ １０ ３９４±０２７ ０９１±００９ ０４４±００５ ０２２±００４ １００±０１５ １００±０１１ １００±０１６ １００±００９

Ｃｅｌｌｍｏｄｅｌ １０ ３１７６±２３９０４４±００５０７８±００９０６４±００６２１７±０１７１７６±０２２１６６±０２０１９９±０１６

Ｃｅｌｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ １０ １９９３±１９１＃＃ ０６６±００８＃＃ ０５４±００５＃＃ ０３５±００６＃＃ １６５±０１０＃＃ １４２±０１６＃＃ １３４±０１４＃＃ １５５±０１７＃＃

ｓｉ－ＮＣ １０ １８１４±２５０ ０６８±００５ ０５１±００６ ０３４±００４ １６９±０１５ １４３±０１５ １３２±０１５ １５９±０２０

ｓｉ－ＭＤＭ２ １０ ２５９７±１７４ΔΔ ０２１±００４ΔΔ ０６７±００６ΔΔ ０４８±０１０ΔΔ ２０１±０１１ΔΔ １６９±０１４ΔΔ １５１±０１４ΔΔ １７７±０１２Δ

Ｃｅｌｌｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ：Ｗｉｔｈｏｕｔａｎｙｔｒｅａｔｍｅｎｔ；Ｃｅｌｌｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ：５０μｇ·Ｌ－１ＩＬ－１３ｔｒｅａｔｍｅｎｔ；Ｃｅｌｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ：６５μｍｏｌ·Ｌ－１Ｍｏｒｉｎ；ｓｉ－ＮＣｇｒｏｕｐ：６５

μｍｏｌ·Ｌ－１Ｍｏｒｉｎ＋ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｓｉ－ＮＣ；ｓｉ－ＭＤＭ２ｇｒｏｕｐ：６５μｍｏｌ·Ｌ－１Ｍｏｒｉｎ＋ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｓｉ－ＭＤＭ２Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｅｌｌｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ，
Ｐ＜００１，Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｅｌｌｍｏｅｄｅｌｇｒｏｕｐ，＃＃Ｐ＜００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｓｉ－ＮＣｇｒｏｕｐ，ΔＰ＜００５，ΔΔＰ＜００１

讨　　论

哮喘是一种异质性疾病，以慢性气道炎症为特

征，常伴有喘息、呼吸短促、胸闷等症状。近年来，

尽管哮喘药物与免疫治疗策略不断丰富，但如何开

发出既有效又安全的长期治疗方法，仍是当前医学

研究领域亟待解决的重要课题［１５］。中医治疗通常

被用作日常保健的维护或传统西医的补充治疗，中

药对哮喘、特应性皮炎等疾病具有一定的治疗效

果［１６－１７］。桑色素是一类具有显著抗炎作用的天然

黄酮类化合物，研究表明其能改善肺组织病理变

化，减轻肺组织炎症反应，最近有研究报道，桑色素

可有效抑制哮喘大鼠炎症反应，提示桑色素在改善

哮喘气道炎症中具有较大潜力［６，１８］，但其潜在作

用机制仍未被完全阐明。

在本研究中观察到，桑色素可改善 ＯＶＡ诱导大
鼠肺组织炎症病理改变，同时降低模型大鼠 ＢＡＬＦ中
ＩＬ－１３、ＩＬ－５、ＩＬ－４及血清 ＩｇＥ水平，多个研究已经
证实，在哮喘的慢性气道炎症中，２型辅助 Ｔ细胞（Ｔ
ｈｅｌｐｅｒ２ｃｅｌｌ，Ｔｈ）介导的免疫反应是驱动疾病发生、发
展的核心病理生理过程，而 Ｔｈ２细胞分泌的 ＩＬ－４、
ＩＬ－５、ＩＬ－１３则是该反应中发挥关键作用的效应分
子，这３种细胞因子通过协同作用，分别调控气道上
皮功能、炎症细胞活化与募集、气道结构重塑等环节，

共同推动哮喘的典型病理特征［１９－２０］。ＩｇＥ是人体内
含量最低的免疫球蛋白，但具有极强的生物学活性，

其产生与哮喘的Ｔｈ２型免疫反应高度耦合，其核心驱
动因素是Ｔｈ２型免疫反应的过度激活。本研究提示，
桑色素可改善过敏性哮喘大鼠炎症反应，这与前人研

究［６，１８］一致。同时，本研究结果与国内外同类研究形

成了有效呼应：既往研究证实，黄酮类化合物可通过

调控 Ｔｈ２型炎症因子、降低 ＩｇＥ水平发挥抗哮喘作
用［２１］，本研究中桑色素对ＩＬ－４、ＩＬ－５、ＩＬ－１３及 ＩｇＥ
的抑制效应，进一步验证了黄酮类化合物在哮喘治疗

中的抗炎价值，为桑色素的临床转化提供了实验

依据。

ＭＤＭ２是一种 Ｅ３泛素连接酶，能够与１００多种
蛋白质相互作用，不同的蛋白质通过与ＭＤＭ２的特定
位置结合形成复合物，这些复合物决定了ＭＤＭ２在不
同信号通路中的活性，有研究表明，调控 ＭＤＭ２介导
的ＩＬ－３３的泛素化可有效抑制Ⅱ型肺部疾病如哮喘
的炎症反应［２２］，这提示，ＭＤＭ２可能是治疗哮喘的潜
在靶点。本研究发现，在哮喘大鼠肺组织中，ＭＤＭ２
低表达，而桑色素治疗后明显上调了ＭＤＭ２的表达水
平，提示，ＭＤＭ２可能是桑色素抑制哮喘大鼠肺部炎
症的有效靶点。研究证实，ｐ５３是与 ＭＤＭ２相互作用
的主要伙伴，ｐ５３主要功能是作为肿瘤抑制因子，抑制
多种器官的肿瘤发展，ｐ５３也是细胞生长周期中的调
节因子，与细胞周期调控、细胞凋亡等途径相关，细胞

凋亡主要由 ｐ５３通过上调 ｐ５３调控基因如 Ｎｏｘａ、Ｂａｘ
来诱导，ｐ５３还可以上调 ｐ２１表达以诱导细胞周期阻
滞［２３－２４］。基于此本研究检测了哮喘大鼠 ｐ５３相关
下游基因表达，大鼠肺组织中 ｐ５３、ｐ２１、Ｂａｘ、Ｎｏｘａ
ｍＲＮＡ水平均低表达，但桑色素治疗后这些基因表
达均有不同程度的恢复；此外，体外细胞实验也观

察到，抑制 ＭＤＭ２的表达可明显削弱桑色素对
１６ＨＢＥ细胞凋亡及 ｐ５３相关凋亡因子表达的抑制
作用，提示，桑色素可能通过 ＭＤＭ２调控 ｐ５３介导
的凋亡稳定上皮细胞功能发挥抗炎作用。该结果

与既往研究中“ＭＤＭ２通过泛素化降解 ｐ５３调控细
胞凋亡”的经典通路高度一致［２５］，同时在哮喘模型

中验证了该通路的抗炎效应，补充了 ＭＤＭ２－ｐ５３
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Ｖｏｌ４２Ｎｏ８Ａｐｒｉｌ２０２６（ＳｅｒｉａｌＮｏ４５４）

轴在气道上皮细胞稳态中的作用，为哮喘的靶向治

疗提供了新的分子基础。本研究重点关注 ｐ５３／
ＭＤＭ２通路对凋亡相关蛋白的调控，因此对 ｐ２１仅
检测了 ｍＲＮＡ水平。该指标的 ｍＲＮＡ变化可反映
ｐ５３通路的转录激活趋势，但缺乏蛋白水平验证是
本研究的不足，后续将完善相关实验，深入探讨

ｐ２１在其中的作用。
ＭＤＭ２与 ｐ５３之间的负反馈关系已被广泛报

道，在应激条件下，ｐ５３经过一系列蛋白质翻译过
程后被激活，在非应激的哺乳动物细胞中，ｐ５３通
常通过持续的泛素化以及 ２６Ｓ蛋白酶体系统的降
解而维持在低水平［２６］。为了验证 ＭＤＭ２与 ｐ５３的
相互作用，我们检测了 ＭＤＭ２催化的 ｐ５３泛素化，
在２９３Ｔ细胞中过表达 ＭＤＭ２、ｐ５３和泛素，证实了
ＭＤＭ２能够在体外泛素化 ｐ５３，然而 ２９３Ｔ细胞为
工具细胞，其泛素化调控特征与１６ＨＢＥ存在差异，
结论外推存在一定局限性。本研究结果表明哮喘

大鼠中 ＭＤＭ２的低表达可能通过减少 ｐ５３的降
解，导致 ｐ５３在细胞内积累，从而激活下游的凋亡
相关基因破坏细胞结构完整性。

综上所述，桑色素可能通过上调 ＭＤＭ２泛素化
调节 ｐ５３维持上皮细胞结构完整减轻哮喘气道
炎症。
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