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摘要：目的　探讨熊去氧胆酸改善甲苯二异氰酸酯（ＴＤＩ）诱导的支气管上皮细
胞损伤的作用及机制。方法　将ＢＥＡＳ－２Ｂ细胞随机分为对照组（常规培养）、
ＴＤＩ－人血清白蛋白（ＨＳＡ）组（１２０００ｍｇ·Ｌ－１ＴＤＩ－ＨＳＡ）、低剂量组（１００μｍｏｌ·Ｌ－１

熊去氧胆酸＋１２０００ｍｇ·Ｌ－１ＴＤＩ－ＨＳＡ）、高剂量组（２００μｍｏｌ·Ｌ－１熊去氧胆
酸＋１２０００ｍｇ·Ｌ－１ＴＤＩ－ＨＳＡ）、西罗莫司组（２５ｎｍｏｌ·Ｌ－１西罗莫司＋１２０００
ｍｇ·Ｌ－１ＴＤＩ－ＨＳＡ）。用实时荧光定量聚合酶链反应、酶联免疫吸附试验法检
测细胞炎性因子的表达，用 ＤＣＦＨ－ＤＡ法检测活性氧（ＲＯＳ）水平，用蛋白质印
迹实验检测各细胞蛋白的相对表达水平。结果　对照组、ＴＤＩ－ＨＳＡ组、低剂量
组和高剂量组的白细胞介素（ＩＬ）－６ｍＲＮＡ相对表达水平分别为１００±０１３、
２２０±０２４、１８７±０１２和 １４８±０１４，ＩＬ－８水平分别为（２２６５±１９６）、
（８１４２±６３５）、（５６３６±５８８）和（３８２８±３２５）ｐｇ·ｍＬ－１，ＲＯＳ水平分别为
（１００００ ± ３４７）％、（３５１２５ ± ２２５２）％、（３１２８０ ± ２６５９）％ 和

（２４２１５±１３６０）％，线粒体动力相关蛋白１（ＤＲＰ１）蛋白相对表达水平分别为
０２３±００３、０８２±００８、０６９±０１０和０５５±００５，苄氯素１（Ｂｅｃｌｉｎ１）蛋白相
对表达水平分别为０２３±００４、０６０±００７、０４４±００４和０３７±００３，磷酸化
腺苷酸活化蛋白激酶（ｐ－ＡＭＰＫ）蛋白相对表达水平分别为 ０２０±００５、
０４９±００５、０４０±００３和０３４±００４；高剂量组和西罗莫司组的 Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白
相对表达水平分别为 ０３５±００４和 ０６９±００７，ＩＬ－６水平分别为
（１７６３±１３６）和（２９５２±３４９）ｐｇ·ｍＬ－１，ＩＬ－１８水平分别为（６５２２±５３０）
和（９５５８±６８０）ｐｇ·ｍＬ－１。ＴＤＩ－ＨＳＡ组的上述指标与对照组比较，低、高剂
量组的上述指标分别与ＴＤＩ－ＨＳＡ组比较，西罗莫司组的上述指标与高剂量组
比较，在统计学上差异均有统计学意义（均 Ｐ＜００５）。结论　熊去氧胆酸可能
介导ＲＯＳ／ＡＭＰＫ／自噬通路改善ＴＤＩ－ＨＳＡ诱发的炎症反应和线粒体功能障碍。
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ｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌｃｕｌｔｕｒｅ），ＴＤＩ－ｈｕｍａｎｓｅｒｕｍ
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　　　ｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｒｅａｌ－ｔｉｍｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ（ＲＴ－ｑＰＣＲ）ａｎｄｅｎｚｙｍｅ－ｌｉｎｋｅｄ
ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ（ＥＬＩＳＡ）；ｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ（ＲＯＳ）ｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＤＣＦＨ－ＤＡ；ａｎｄｔｈｅ
ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｅａｃｈｃｅｌｌｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔＲｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓｏｆｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ（ＩＬ）－６ｉｎ
ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ＴＤＩ－ＨＳＡｇｒｏｕｐ，ｌｏｗ－ｄｏｓｅｇｒｏｕｐａｎｄｈｉｇｈ－ｄｏｓｅｇｒｏｕｐｗｅｒｅ１００±０１３，２２０±０２４，１８７±０１２，
１４８±０１４，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ＩＬ－８ｌｅｖｅｌｓｗｅｒｅ（２２６５±１９６），（８１４２±６３５），（５６３６±５８８），（３８２８±３２５）ｐｇ·ｍＬ－１，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ＲＯＳｌｅｖｅｌｓｗｅｒｅ（１００００±３４７）％，（３５１２５±２２５２）％，（３１２８０±２６５９）％，（２４２１５±１３６０）％，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆｄｙｎａｍｉｃａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１（ＤＲＰ１）ｗｅｒｅ０２３±００３，０８２±００８，０６９±０１０，
０５５±００５，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｂｅｎｚｙｌｃｈｌｏｒｉｄｅ１（Ｂｅｃｌｉｎ１）ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｗｅｒｅ０２３±００４，０６０±００７，
０４４±００４，０３７±００３，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄａｄｅｎｙｌａｔｅａｃｔｉｖａｔｅｓｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ（ｐ－ＡＭＰＫ）ｐｒｏｔｅｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｗｅｒｅ０２０±００５，０４９±００５，０４０±００３，０３４±００４，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＢｅｃｌｉｎ１ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌｓｉｎｈｉｇｈ－ｄｏｓｅｇｒｏｕｐａｎｄｒａｐａｍｙｃｉｎｇｒｏｕｐｗｅｒｅ０３５±００４ａｎｄ０６９±００７，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ＩＬ－６ｌｅｖｅｌｓｗｅｒｅ
（１７６３±１３６）ａｎｄ（２９５２±３４９）ｐｇ·ｍＬ－１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ＩＬ－１８ｌｅｖｅｌｓｗｅｒｅ（６５２２±５３０）ａｎｄ
（９５５８±６８０）ｐｇ·ｍＬ－１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＴｈｅａｂｏｖｅｉｎｄｅｘｅｓ：ＴＤＩ－ＨＳＡｇｒｏｕｐｗａｓｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｌｏｗ－
ｄｏｓｅｇｒｏｕｐａｎｄｈｉｇｈ－ｄｏｓｅｇｒｏｕｐｗｅｒｅｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＴＤＩ－ＨＳＡｇｒｏｕｐ，ｒａｐａｍｙｃｉｎｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｈｉｇｈｄｏｓｅｇｒｏｕｐ，
ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（ａｌｌＰ＜００５）Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＵｒｓｏｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃａｃｉｄｍａｙｍｅｄｉａｔｅＲＯＳ／ＡＭＰＫ／ａｕｔｏｐｈａｇｙ
ｐａｔｈｗａｙｔｏｉｍｐｒｏｖｅｔｈｅｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｒｅｓｐｏｎｓｅａｎｄｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄｂｙＴＤＩ－ＨＳＡ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｕｒｓｏｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃａｃｉｄ；ａｓｔｈｍａ；ｔｏｌｕｅｎｅｄｉｉｓｏｃｙａｎａｔｅ；ｂｒｏｎｃｈｉａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ；ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｒｅｓｐｏｎｓｅ；
ａｕｔｏｐｈａｇｙ

　　职业性哮喘因其沉重的社会经济负担和高患病
率已成为重大的公共卫生问题，甲苯二异氰酸酯

（ｔｏｌｕｅｎｅｄｉｉｓｏｃｙｎａｔｅ，ＴＤＩ）是职业性哮喘的主要致病因
子［１］。随着ＴＤＩ在商业和日常生活中的广泛应用，职
业和环境中的ＴＤＩ暴露已严重威胁人们的健康，因此
寻找治疗 ＴＤＩ相关职业性哮喘的有效治疗策略具有
重要意义。熊去氧胆酸是一种亲水性二羟基胆汁酸，

可用于治疗各种肝胆汁淤积性疾病［２］，随着研究的进

展熊去氧胆酸已被证实在多种病理生理模型中具有

非肝作用［３］，然而其在ＴＤＩ诱导的气道炎症中是否也
具有治疗作用还未可知。气道上皮细胞在保护气道

黏膜免受各种损伤源中发挥作用，其结构和功能改变

使其能够快速适应局部环境变化或修复损伤后的上

皮［４］。本研究旨在通过体外实验探究熊去氧胆酸对

ＴＤＩ诱导的支气管上皮细胞抑炎作用及其潜在机制。

材料与方法

１　材料
细胞　ＢＥＡＳ－２Ｂ（人支气管上皮细胞），购自美

国ＡＴＣＣ公司。
药品、试剂与仪器　熊去氧胆酸，规格：每瓶

２０ｍｇ，含量：９８％，批号：２０２４０２２５，上海源叶生物科
技有限公司生产；西罗莫司，规格：每瓶 １０ｇ，纯度：
９９％，批号：２０２４０４２３，武汉东康源科技有限公司生

产。２，４－ＴＤＩ，人血清白蛋白（ｈｕｍａｎｓｅｒｕｍａｌｂｕｍｉｎ，
ＨＳＡ），均为美国ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司生产；细胞计数试
剂盒８（ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ８，ＣＣＫ－８）及引物，均购于上
海碧云天生物技术有限公司；ＴＲＩｚｏｌ试剂、逆转录试
剂盒，均购自上海联祖生物科技有限公司；ＤＣＦＨ－
ＤＡ活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）荧光探针，均
购自南京沃博生物科技有限公司；自噬相关的微管相

关蛋白１轻链３（ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１ｌｉｇｈｔ
ｃｈａｉｎ３，ＬＣ３）Ⅱ、ＬＣ３Ｉ、死骨片 １（ｓｅｑｕｅｓｔｏｓｏｍｅ１，
ＳＱＳＴＭ１／ｐ６２）、苄氯素１（ｂｅｎｚｙｌｃｈｌｏｒｉｄｅ１，Ｂｅｃｌｉｎ１）、
单磷酸腺苷活化蛋白激酶（ａｄｅｎｏｓｉｎｅｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ａｃｔｉｖａｔｅｓｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＡＭＰＫ）、磷酸化（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａ
ｔｉｏｎ，ｐ）－ＡＭＰＫ、线粒体动力相关蛋白１（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉ
ａｌｄｙｎａｍｉｃａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１，ＤＲＰ１）、视神经萎缩蛋
白１（ｏｐｔｉｃａｔｒｏｐｈｙｐｒｏｔｅｉｎ１，ＯＰＡ１）、线粒体融合蛋白２
（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ２，ＭＦＮ２）、ＬＣ３Ｂ一抗及
二抗试剂，均购自美国 Ａｂｃａｍ公司；白细胞介素
（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，ＩＬ）－６、ＩＬ－８、ＩＬ－１８、ＩＬ－１β酶联免疫
吸附试验 （ｅｎｚｙｍｅ－ｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，
ＥＬＩＳＡ）试剂盒，均购自上海化邦生物科技有限公司。

仪器　ＥｎＶｉｓｉｏｎ多功能酶标仪，芬兰瑞孚迪公司
产品；ＡｘｉｏＶｅｒｔ５倒置荧光显微镜，德国蔡司公司产品；
ＳｔｅｐＯｎｅＴＭ实时荧光定量聚合酶链反应（ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ，
ＲＴ－ｑＰＣＲ）仪，美国应用生物系统公司产品。
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２　实验方法
２１　细胞培养［５］

将ＢＥＡＳ－２Ｂ细胞培养在ＤＭＥＭ培养基中（含有
１０％胎牛血清），并置于培养箱中培养，每隔１ｄ更换
１次培养液。
２２　ＴＤＩ－ＨＳＡ制备［６］

将浓度为１２１×１０６ｍｇ·Ｌ－１的 ＴＤＩ３５μＬ加入
含ＨＳＡ的磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）
１５ｍＬ中（ＨＳＡ质量分数为 １００％），摇床下反应
３０ｍｉｎ（室温）；加入等体积的 ２００ｍｏｌ·Ｌ－１碳酸铵
溶液，摇床下反应１５ｍｉｎ（室温），离心收集上清液；将
上清液放入透析袋中并置于含有碳酸铵缓冲液的烧

杯中进行透析，每隔８ｈ换液１次，共透析３ｄ；然后滴
加质量分数为２０００％的三氯乙酸，４℃静置３０ｍｉｎ，
离心弃上清液，加入 １００ｍｏｌ·Ｌ－１氢氧化钠溶液
３０ｍＬ溶解沉淀，然后将溶解后的沉淀放入透析袋并
置于装有去离子水的烧杯中透析，每隔８ｈ换液１次，
共透析２ｄ；吸出透析袋中的ＴＤＩ－ＨＳＡ进行无菌过滤
后保存，并用Ｇｕｔｍａｎｎ法［６］检测ＴＤＩ－ＨＳＡ中ＴＤＩ的浓
度，得出ＨＳＡ质量浓度为１６５０００ｍｇ·Ｌ－１，ＴＤＩ质
量浓度为 １８３０ｍｇ·Ｌ－１，其中终浓度为 １２０００
ｍｇ·Ｌ－１ＴＤＩ－ＨＳＡ中 ＴＤＩ浓度为 １３４ｍｇ·Ｌ－１

（ＴＤＩ－ＨＳＡ的质量浓度以ＨＳＡ的质量浓度表示）。
２３　细胞分组与处置方法

将ＢＥＡＳ－２Ｂ细胞随机分为对照组、ＴＤＩ－ＨＳＡ
组、低剂量组、高剂量组和西罗莫司组。对照组细胞

进行常规培养；ＴＤＩ－ＨＳＡ组细胞用终浓度为１２０００
ｍｇ·Ｌ－１ＴＤＩ－ＨＳＡ（用ＤＭＥＭ培养基稀释）处理细胞
１２ｈ；低、高剂量组细胞先分别用１００、２００μｍｏｌ·Ｌ－１

熊去氧胆酸处理细胞１２ｈ，然后用 １２０００ｍｇ·Ｌ－１

ＴＤＩ－ＨＳＡ继续共同处理１２ｈ；西罗莫司组细胞先用
２５ｎｍｏｌ·Ｌ－１的西罗莫司处理细胞 １２ｈ，然后加入
１２０００ｍｇ·Ｌ－１ＴＤＩ－ＨＳＡ继续共同处理１２ｈ。
２４　ＣＣＫ－８实验检测细胞存活率［７］

培养箱培养细胞２４ｈ后用熊去氧胆酸（终浓度
分别为０、１、１０、１００、２００、４００和８００μｍｏｌ·Ｌ－１）处理
细胞２４ｈ，每孔加入ＣＣＫ－８试剂１０μＬ，培养箱培养
６０ｍｉｎ，用酶标仪检测光密度值（４５０ｎｍ）计算存
活率。

２５　ＲＴ－ｑＰＣＲ实验检测细胞炎性因子 ｍＲＮＡ相
对表达水平［８］

提取细胞总ＲＮＡ（ＴＲＩｚｏｌ法），检测浓度和质量后
将ＲＮＡ逆转为 ｃＤＮＡ，然后以 ｃＤＮＡ为模板进行扩
增，并以甘油醛 －３－磷酸脱氢酶（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ－

３－ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）为内参，用
２－ΔΔＣｔ法计算ＩＬ－６、ＩＬ－８、ＩＬ－１β、ＩＬ－１８ｍＲＮＡ相对
表达水平。

２６　ＥＬＩＳＡ法检测炎性因子表达［５］

收集处理后的各细胞，离心（３０００ｒ·ｍｉｎ－１，
５ｍｉｎ）后取上清液，将标准品与样品分别放入反应孔
中进行孵育，并严格按照试剂盒说明方法检测 ＩＬ－６、
ＩＬ－８、ＩＬ－１β、ＩＬ－１８水平。
２７　ＤＣＦＨ－ＤＡ法检测ＲＯＳ水平［９］

收集各组处理后的细胞，加入 １０μｍｏｌ·Ｌ－１

ＤＣＦＨ－ＤＡ试剂在３７℃下孵育２０ｍｉｎ，清洗后进行
核染［４′，６－联脒 －２′－苯基吲哚（４′，６－ｄｉａｍｉｎｉｄｉｎｅ
２′－ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ，ＤＡＰＩ）］，用显微镜观察细胞着色
情况。

２８　蛋白质印迹实验检测各细胞蛋白相对表达
水平［５］

裂解各组细胞后离心提取总蛋白，测定总蛋白浓

度后进行十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳分离

蛋白，转膜后在室温下封闭２ｈ（５％脱脂奶粉），进行
一抗孵育［ＬＣ３Ⅱ、ＬＣ３Ⅰ、ｐ６２、Ｂｅｃｌｉｎ１、ＡＭＰＫ、ｐ－
ＡＭＰＫ、ＤＲＰ１、ＯＰＡ１、ＭＦＮ２（稀释比均为１∶１０００）］，
４℃摇床过夜，次日洗膜后进行二抗孵育（稀释比为
１∶５０００），显影后曝光，分析灰度值。
２９　细胞免疫荧光检测ＬＣ３Ｂ表达［８］

收集处理过的各组细胞，用多聚甲醛固定２５ｍｉｎ，
清洗后用ＴｒｉｔｏｎＸ－１００试剂在室温下孵育３０ｍｉｎ，然
后加入 １％ＢＳＡ封闭 ３０ｍｉｎ，滴加 ＬＣ３Ｂ一抗试剂
（１∶２００），４℃培养过夜，加入荧光二抗稀释液
（１∶５００）在室温下孵育 ６０ｍｉｎ后清洗干净，用 ＤＡＰＩ
试剂进行复染细胞核（室温，１５ｍｉｎ），然后用显微镜
观察、拍照。

３　统计学处理
用 ＳＰＳＳ２３０软件进行统计分析。计量资料用

珋ｘ±ｓ表示，组间两两比较用独立样本ｔ检验，多组间比
较用单因素方差分析。

结　　果

１　熊去氧胆酸对ＢＥＡＳ－２Ｂ细胞存活率的影响
对照组细胞进行常规培养；ＴＤＩ－ＨＳＡ组细胞用

１２０００ｍｇ·Ｌ－１的ＴＤＩ－ＨＳＡ处理细胞１２ｈ；低、高剂
量组细胞分别用１００和２００μｍｏｌ·Ｌ－１熊去氧胆酸处
理细胞１２ｈ后用１２０００ｍｇ·Ｌ－１ＴＤＩ－ＨＳＡ继续共
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Ｖｏｌ４１Ｎｏ５Ｍａｒｃｈ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４２７）

同处理１２ｈ；西罗莫司组细胞用２５ｎｍｏｌ·Ｌ－１的西罗
莫司处理细胞１２ｈ后用１２０００ｍｇ·Ｌ－１ＴＤＩ－ＨＳＡ
继续共同处理１２ｈ。

用浓度为０、１００、１０００、１００００、２００００、４００００
和８００００μｍｏｌ·Ｌ－１的熊去氧胆酸处理细胞２４ｈ，检
测 细 胞 存 活 率 分 别 为 （１００００ ±２９９）％、
（１０１４８±５９３）％、 （１０２３９ ± ７７３）％、
（１０３９１±８８３）％、 （９７４３ ± ７５７）％、
（９２５２±８２１）％和（６２８１±７６２）％；１００、１０００、
１００００、２００００μｍｏｌ·Ｌ－１的熊去氧胆酸处理细胞后
的细胞存活率与０μｍｏｌ·Ｌ－１组比较，在统计学上差
异均无统计学意义 （均 Ｐ＞００５），４００００和
８００００μｍｏｌ·Ｌ－１熊去氧胆酸处理细胞后，细胞存活
率均显著降低（均 Ｐ＜００５），熊去氧胆酸剂量在
２００μｍｏｌ·Ｌ－１以下对细胞无毒性，因此本研究确定
以２００μｍｏｌ·Ｌ－１作为熊去氧胆酸的最高处理剂量，
以１００μｍｏｌ·Ｌ－１作为熊去氧胆酸的低处理剂量。
２　熊去氧胆酸对ＴＤＩ－ＨＳＡ介导的炎症损伤的影响

由表１可见，ＴＤＩ－ＨＳＡ组细胞促炎因子（ＩＬ－６、

ＩＬ－８、ＩＬ－１β、ＩＬ－１８）表达水平和 ｍＲＮＡ相对表达
水平相比对照组均显著升高（均 Ｐ＜０００１）；低、高剂
量组细胞促炎因子（ＩＬ－６、ＩＬ－８、ＩＬ－１β、ＩＬ－１８）表
达水平和ｍＲＮＡ相对表达水平相比 ＴＤＩ－ＨＳＡ组均
显著降低（Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１）；各指标（ＩＬ－６、
ＩＬ－８、ＩＬ－１β、ＩＬ－１８）表达水平和 ｍＲＮＡ相对表达
水平在低、高剂量组间比较，在统计学上差异均有统

计学意义（Ｐ＜００５，Ｐ＜０００１）。
３　熊去氧胆酸对 ＴＤＩ－ＨＳＡ介导的 ＢＥＡＳ－２Ｂ细
胞线粒体功能的影响

由表２可见，ＴＤＩ－ＨＳＡ组与对照组比较，细胞
ＲＯＳ水平及ＤＲＰ１蛋白水平均显著升高，ＯＰＡ１、ＭＦＮ２
蛋白表达水平均显著降低（均 Ｐ＜０００１）；低剂量组、
高剂量组细胞ＲＯＳ及ＤＲＰ１蛋白水平均较ＴＤＩ－ＨＳＡ
组显著下降，ＯＰＡ１、ＭＦＮ２蛋白表达水平均较 ＴＤＩ－
ＨＳＡ组显著升高（Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１）；高剂量组
ＲＯＳ水平和ＤＲＰ１水平较低剂量组均显著降低，ＯＰＡ１
和 ＭＦＮ２蛋白均较低剂量组显著升高（Ｐ＜００１，
Ｐ＜０００１）。

表１　各组细胞炎性因子表达的比较（珋ｘ±ｓ，ｎ＝９）
Ｔａｂｌｅ１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｆａｃｔｏｒｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝９）

Ｇｒｏｕｐ
ｍＲＮＡ

ＩＬ－６ ＩＬ－８ ＩＬ－１β ＩＬ－１８

Ｃｏｎｔｒｏｌ １００±０１３ １００±０１２ １００±０１１ １００±０１２
ＴＤＩ－ＨＳＡ ２２０±０２４ １８５±０１１ ２３３±０１６ １８３±０１９

Ｌｏｗ－ｄｏｓｅ １８７±０１２＃＃ １５１±００６＃＃＃ ２０８±０１９＃＃ １５０±０１２＃＃＃

Ｈｉｇｈ－ｄｏｓｅ １４８±０１４＃＃＃△△△ １２５±０１２＃＃＃△△△ １７３±０１１＃＃＃△△△ １３４±０１３＃＃＃△

Ｇｒｏｕｐ
ＥＬＩＳＡ（ｐｇ·ｍＬ－１）

ＩＬ－６ ＩＬ－８ ＩＬ－１β ＩＬ－１８

Ｃｏｎｔｒｏｌ ４９１±０２６ ２２６５±１９６ ６５６±０９６ ４９５１±５４８
ＴＤＩ－ＨＳＡ ３２３５±４１３ ８１４２±６３５ ２６３８±２４８ １２４０２±１３１９

Ｌｏｗ－ｄｏｓｅ ２７１１±２５６＃＃＃ ５６３６±５８８＃＃＃ １８９４±１７６＃＃＃ ９４５５±１０６２＃＃＃

Ｈｉｇｈ－ｄｏｓｅ １８０１±２４３＃＃＃△△△ ３８２８±３２５＃＃＃△△△ １５０３±１４７＃＃＃△△△ ６５９３±８６６＃＃＃△△△

Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ：Ｒｏｕｔｉｎｅｃｕｌｔｕｒｅ；ＴＤＩ－ＨＳＡｇｒｏｕｐ：１２０００ｍｇ·Ｌ－１ｔｏｌｕｅｎｅｄｉｉｓｏｃｙａｎａｔｅ（ＴＤＩ）－ｈｕｍａｎｓｅｒｕｍａｌｂｕｍｉｎ（ＨＳＡ）（ＴＤＩ－ＨＳＡ）ｔｒｅａｔｅｄｃｅｌｌｓ；
Ｌｏｗ－ｄｏｓｅｇｒｏｕｐ：１２０００ｍｇ·Ｌ－１ＴＤＩ－ＨＳＡａｎｄ１００μｍｏｌ·Ｌ－１ｕｒｓｏｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃａｃｉｄｔｒｅａｔｅｄｃｅｌｌｓ；Ｈｉｇｈ－ｄｏｓｅｇｒｏｕｐ：１２０００ｍｇ·Ｌ－１ＴＤＩ－ＨＳＡａｎｄ
２００μｍｏｌ·Ｌ－１ｕｒｓｏｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃａｃｉｄｔｒｅａｔｅｄｃｅｌｌｓ；ＩＬ：Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ；ＥＬＩＳＡ：Ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０００１；

ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＴＤＩ－ＨＳＡｇｒｏｕｐ，＃＃Ｐ＜００１，＃＃＃Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｌｏｗ－ｄｏｓｅｇｒｏｕｐ，△Ｐ＜００５，△△△Ｐ＜０００１

表２　各组细胞活性氧（ＲＯＳ）水平及线粒体功能障碍相关指标的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ（ＲＯＳ）ｌｅｖｅｌｓａｎｄｒｅｌａｔｅｄｉｎｄｉｃａｔｏｒｓｏｆｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ＲＯＳｌｅｖｅｌ ＤＲＰ１ ＯＰＡ１ ＭＦＮ２

Ｃｏｎｔｒｏｌ １００００±３４７ ０２３±００３ ０６６±００５ ０８７±００６
ＴＤＩ－ＨＳＡ ３５１２５±２２５２ ０８２±００８ ０３５±００４ ０３７±００４

Ｌｏｗ－ｄｏｓｅ ３１２８０±２６５９＃＃ ０６９±０１０＃＃ ０４２±００４＃＃ ０５３±００４＃＃＃

Ｈｉｇｈ－ｄｏｓｅ ２４２１５±１３６０＃＃＃△△△ ０５５±００５＃＃＃△△ ０６２±００５＃＃＃△△△ ０７６±００５＃＃＃△△△

Ｄｏｓｅａｎｄｎｒｅｆｅｒｔｏｔａｂｌｅ１；ＤＲＰ１：Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｄｙｎａｍｉｃａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１；ＯＰＡ１：Ｏｐｔｉｃａｔｒｏｐｈｙｐｒｏｔｅｉｎ１；ＭＦＮ２：Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ２；Ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ， Ｐ＜０００１；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＴＤＩ－ＨＳＡｇｒｏｕｐ，＃＃Ｐ＜００１，＃＃＃Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｌｏｗ－ｄｏｓｅｇｒｏｕｐ，△△ Ｐ＜００１；
△△△Ｐ＜０００１
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４　熊去氧胆酸对 ＴＤＩ－ＨＳＡ介导的 ＢＥＡＳ－２Ｂ细
胞自噬及ＡＭＰＫ通路的影响

由表３可见，ＴＤＩ－ＨＳＡ组细胞自噬蛋白 ＬＣ３Ⅱ／
ＬＣ３Ⅰ、Ｂｅｃｌｉｎ１及 ｐ－ＡＭＰＫ蛋白水平相比对照组
均显著升高，ｐ６２蛋白表达水平较对照组显著降
低（均 Ｐ＜０００１）；低 剂 量 组、高 剂 量 组 细 胞

ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ、Ｂｅｃｌｉｎ１、ｐ－ＡＭＰＫ蛋白水平均较
ＴＤＩ－ＨＳＡ组显著下降，ｐ６２蛋白表达水平均较
ＴＤＩ－ＨＳＡ组显著升高（均 Ｐ＜００１）；高剂量组
ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ、Ｂｅｃｌｉｎ１、ｐ－ＡＭＰＫ蛋白水平较低
剂量组均显著降低，ｐ６２蛋白较低剂量组显著升
高（均 Ｐ＜００１）。

表３　各组细胞自噬相关蛋白表达的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ３　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆａｕｔｏｐｈａｇｙｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ ｐ６２ Ｂｅｃｌｉｎ１ ＡＭＰＫ ｐ－ＡＭＰＫ

Ｃｏｎｔｒｏｌ ０３５±００４ ０８５±００６ ０２３±００４ ０８２±００６ ０２０±００５

ＴＤＩ－ＨＳＡ １２１±００１ ０５０±００８ ０６０±００７ ０８４±００３ ０４９±００５

Ｌｏｗ－ｄｏｓｅ ０９３±００９＃＃＃ ０６３±００７＃＃ ０４４±００４＃＃＃ ０８５±０１０ ０４０±００３＃＃＃

Ｈｉｇｈ－ｄｏｓｅ ０６６±００７＃＃＃△△△ ０７７±００５＃＃＃△△△ ０３７±００３＃＃＃△△ ０８５±００７ ０３４±００４＃＃＃△△

Ｄｏｓｅａｎｄｎｒｅｆｅｒｔｏｔａｂｌｅ１；ＬＣ３：Ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１ｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ３；ｐ６２：Ｓｅｑｕｅｓｔｏｓｏｍｅ１；Ｂｅｃｌｉｎ１：Ｂｅｎｚｙｌｃｈｌｏｒｉｄｅ１；ｐ－ＡＭＰＫ：Ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ

ａｄｅｎｏｓｉｎｅｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅａｃｔｉｖａｔｅｓｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０００１；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＴＤＩ－ＨＳＡｇｒｏｕｐ，＃＃Ｐ＜００１，＃＃＃Ｐ＜０００１；

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｌｏｗ－ｄｏｓｅｇｒｏｕｐ，△△Ｐ＜００１；△△△Ｐ＜０００１

５　自噬诱导剂对熊去氧胆酸介导的自噬的影响
高剂量组和西罗莫司组的 ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ蛋白相

对表达水平分别为０６９±０１０和０８９±００８，ｐ６２蛋
白相对表达水平分别为０７９±００５和０４５±００７，
Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白相对表达水平分别为 ０３５±００４和
０６９±００７，ＩＬ－６含量分别为（１７６３±１３６）和
（２９５２±３４９）ｐｇ· ｍＬ－１，ＩＬ－８含量分别为
（３８１６±３１５）和（５７５２±５６９）ｐｇ·ｍＬ－１，ＩＬ－１β
　　

图 １　各组细胞自噬相关指标蛋白质印迹图
Ｆｉｇｕｒｅ１　 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｏｆａｕｔｏｐｈａｇｙｒｅｌａｔｅｄｉｎｄｅｘｅｓｉｎｅａｃｈ
ｇｒｏｕｐ
Ｒａｐａｍｙｃｉｎｇｒｏｕｐ：２５ｎｍｏｌ·Ｌ－１ｒａｐａｍｙｃｉｎ；ＧＡＰＤＨ：Ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ－

３－ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ．

含量分别为 （１４５４±０６６）和 （２１８４±１７４）
ｐｇ·ｍＬ－１，ＩＬ－１８含量分别为（６５２２±５３０）和
（９５５８±６８０）ｐｇ·ｍＬ－１。西罗莫司组与高剂量组比
较，细胞 ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ、Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白水平及 ＩＬ－６、
ＩＬ－８、ＩＬ－１β、ＩＬ－１８水平均显著升高，ｐ６２蛋白表达
水平显著降低（均Ｐ＜００５），见图１。

讨　　论

气道上皮细胞是与外源性化学物质直接接触的

靶细胞，气道上皮细胞被认为是哮喘炎症反应发生和

发展的关键调控者［１０］，当气道上皮细胞受到 ＴＤＩ刺
激后，其氧化代谢过程被破坏，细胞的线粒体过度分

裂会打破ＲＯＳ产生和消除间的动态平衡，且过量的线
粒体分裂会进一步加速 ＲＯＳ的释放，过量的 ＲＯＳ水
平可激活炎症相关信号诱发炎症反应，研究表明 ＴＤＩ
刺激后会破坏气道细胞线粒体功能，诱发氧化应

激［１１］。本研究中观察到 ＴＤＩ－ＨＳＡ可增加细胞中
ＲＯＳ水平并上调 ＤＲＰ１蛋白表达，而 ＯＰＡ１、ＭＦＮ２表
达受到抑制；其中ＤＲＰ１是促进线粒体分裂的关键蛋
白，ＯＰＡ１、ＭＦＮ２作为调控线粒体动力学的重要蛋白
主要参与调控线粒体融合、自噬［１２－１３］；本研究结果提

示ＴＤＩ－ＨＳＡ可通过调节线粒体分裂与融合，破坏线
粒体功能障碍，释放大量 ＲＯＳ刺激炎性反应，这与前
人的研究结果一致［１１］，而熊去氧胆酸处理可抑制

ＢＥＡＳ－２Ｂ细胞中 ＲＯＳ水平及 ＤＲＰ１蛋白水平，并上
调ＯＰＡ１、ＭＦＮ２表达，这说明熊去氧胆酸可通过调控
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Ｖｏｌ４１Ｎｏ５Ｍａｒｃｈ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４２７）

线粒体动力学平衡，清除过量 ＲＯＳ，维持线粒体功能
障碍，改善ＴＤＩ－ＨＳＡ刺激的炎性反应。

自噬是一种关键的自我降解过程，在此过程中，

细胞质物质（例如受损的蛋白质和细胞器）在溶酶体

中被运送和降解，可能对多种疾病的病因产生积极或

消极影响，包括炎症性疾病、癌症等［１４］。有研究表

明，自噬异常会诱发过度的免疫反应，导致炎症和组

织损伤，自噬可能通过加剧功能障碍和气道重塑，使

气道炎症疾病恶化，在某些病理条件下，相对过多的

ＲＯＳ积累可导致自噬被激活，而去除 ＲＯＳ可以减轻
ＴＤＩ－ＨＳＡ诱导的气道上皮细胞炎症反应，降低自噬
相关蛋白的表达［１５］。本研究发现，ＴＤＩ－ＨＳＡ刺激后
ＢＥＡＳ－２Ｂ细胞中自噬相关蛋白 ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ、
Ｂｅｃｌｉｎ１及 ｐ－ＡＭＰＫ蛋白水平均明显上调，ｐ６２表达
降低，熊去氧胆酸可明显下调 ＴＤＩ－ＨＳＡ诱导的
ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ、Ｂｅｃｌｉｎ１及ｐ－ＡＭＰＫ蛋白的表达，并上
调ｐ６２的表达，其中ＡＭＰＫ是调控细胞自噬的重要信
号，其可通过激活自噬蛋白 Ｂｅｃｌｉｎ１启动自噬体的形
成［１６］。本研究结果提示，熊去氧胆酸可能通过ＡＭＰＫ
信号抑制ＴＤＩ－ＨＳＡ诱导的自噬，缓解炎症反应。此
外，本研究还用自噬诱导药西罗莫司（可以诱导自噬

并调节自噬体的生成）刺激 ＢＥＡＳ－２Ｂ细胞，发现西
罗莫司用后可显著恢复熊去氧胆酸与自噬和炎症反

应的抑制作用。

本研究提示，熊去氧胆酸可降低 ＴＤＩ诱发的炎症
和自噬的激活，这可能与介导 ＲＯＳ／ＡＭＰＫ信号相关，
本研究为熊去氧胆酸在 ＴＤＩ相关哮喘的治疗中提供
了参考思路。
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