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摘要：目的　探讨牛蒡子苷元对铜绿假单胞菌（ＰＡ）感染的支气管上皮细胞损伤
的影响及其机制。方法　将 ＢＥＡＳ－２Ｂ细胞随机分为对照组（常规培养）、ＰＡ
组（１５０×１０８ＣＦＵ·ｍＬ－１的ＰＡ菌液感染）、ＰＡ＋低剂量组（ＰＡ菌液联合１０００
ｍｍｏｌ·Ｌ－１的牛蒡子苷元）、ＰＡ＋高剂量组（ＰＡ菌液联合２０００ｍｍｏｌ·Ｌ－１的牛
蒡子苷元）。用试剂盒法检测细胞炎性因子及谷胱甘肽（ＧＳＨ）表达，用蛋白质
印迹法检测谷胱甘肽过氧化物酶４（ＧＰＸ４）蛋白表达情况，用免疫荧光法检测脂
质过氧化水平。结果　对照组、ＰＡ组、ＰＡ＋低剂量组、ＰＡ＋高剂量组的白细胞
介素（ＩＬ）－６含量分别为（２０４３±２８２）、（１０６２８±８０７）、（７６６６±５７３）和
（５０５７±３９８）ｐｇ·ｍＬ－１，ＧＳＨ含量分别为（２５９５±１４６）、（１０５９±０６０）、
（１３９８±０７４）和（２１５２±２３６）ｎｇ·ｍＬ－１，ＧＰＸ４蛋白相对表达水平分别为
０７６±００６、０３３±００５、０４６±００５和 ０６２±００６，脂质过氧化水平分别为
（１００００ ± ４２９）％、（４７０９１ ± ３６３３）％、（３３１１６ ± ２７０４）％ 和

（１６０１６±１８６５）％；ＰＡ组的上述指标分别与对照组比较，在统计学上差异均有
统计学意义（均Ｐ＜００１），ＰＡ＋低剂量组、ＰＡ＋高剂量组的上述指标分别与ＰＡ
组比较，在统计学上差异均有统计学意义（均 Ｐ＜００１）。结论　牛蒡子苷元可
以通过抑制ＧＰＸ４相关铁死亡途径减轻ＰＡ感染的ＢＥＡＳ－２Ｂ细胞炎症反应。
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　　铜绿假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ，ＰＡ）是常
引起１２岁以下儿童肺炎的最重要病原体之一，由于
耐药菌株的不断形成和耐药性的不断提高，ＰＡ已成
为医院获得性感染最严重的条件病原体之一［１］。目

前，临床上针对 ＰＡ感染的治疗主要通过使用抗菌药
物，然而不论是口服还是静脉注射抗菌药物治疗，都

会导致患者潜在的并发症，包括抗菌素耐药性［２］。牛

蒡子苷元是一种从中药牛蒡子中提取的有效活性物

质，具有强大的抗炎、抗病毒、免疫调节等作用［３］，可以

显著抑制肺炎链球菌引起的炎症反应［４］。有研究表

明，ＰＡ可以引发人支气管上皮细胞发生铁死亡［５－６］。

本研究通过体外实验探讨牛蒡子苷元对ＰＡ感染的支
气管上皮细胞炎症反应的影响及其作用机制。

材料与方法

１　材料
细胞　ＢＥＡＳ－２Ｂ人支气管上皮细胞，购自合肥

万物生物科技有限公司。

菌株　铜绿假单胞菌 ＰＡＯ１标准株，购自美国
ＡＴＣＣ公司。

药品与试剂　牛蒡子苷元，规格：每支２５ｍｇ，纯
度：９９０％，批号：２０２４０４１３，成都普思生物科技股份
有限公司生产；氯喹（ｃｈｌｏｒｏｑｕｉｎｅ，ＣＱ），规格：每瓶
５０ｍｇ，纯度：９７％，批号：２０２４０５０１，上海阿拉丁生化
科技股份有限公司生产；铁死亡诱导药 Ｅｒａｓｔｉｎ，规格：
每瓶１ｍｇ，纯度：９８％，批号：２０２４０３２５，上海源叶生物
科技有限公司生产。ＤＭＥＭ培养基，北京百奥创新科技
有限公司生产；细胞计数试剂盒－８（ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ－８，
ＣＣＫ－８），上海西格生物科技有限公司生产；白细胞
介素（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，ＩＬ）－６、ＩＬ－８、肿瘤坏死因子 －α
（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ－α，ＴＮＦ－α）、ＩＬ－１β、ＩＬ－１０
酶联免疫吸附测定（ｅｎｚｙｍｅ－ｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ
ａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）试剂盒，均购自美国 Ａｂｃａｍ公司；谷胱
甘肽过氧化物酶４（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ４，ＧＰＸ４）、胱
氨酸谷氨酸反向转运蛋白（ｃｙｓｔｉｎｅｇｌｕｔａｍａｔｅｒｅｖｅｒｓｅ

ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ，ｘＣＴ）一抗菌，均购自美国 Ａｂｃａｍ公司；
ＢＯＤＩＰＹ ５８１／５９１ Ｃ１１ 荧 光 探 针，购 自 美 国
ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ公司；铁离子检测试剂盒、谷胱甘肽
（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ，ＧＳＨ）检测试剂盒，均购自南京建成生物
工程研究所。

仪器　ＥＰＯＣＨ多功能酶标仪，美国 ＢｉｏＴｅｋ公司
产品；ＲｅｖｏｌｖｅＧｅｎｅｒａｔｉｏｎ２荧光显微镜，美国 Ｅｃｈｏ公
司产品。

２　实验方法
２１　细胞培养［５］

将细胞培养在 ＤＭＥＭ培养基中，培养基中含有
１０％的胎牛血清，置于培养箱（３７℃、５％ＣＯ２）中培
养，每隔 １～２ｄ更换 １次培养液，细胞培养融合至
８５％左右时进行传代。
２２　细胞分组与处置方法

将细胞随机分为对照组、ＰＡ组、ＰＡ＋低剂量组、
ＰＡ＋高剂量组、ＰＡ＋ＣＱ组、ＰＡ＋ＣＱ＋Ｅｒａｓｔｉｎ组。对
照组为常规培养的细胞；ＰＡ组用浓度为 １５０×１０８

ＣＦＵ·ｍＬ－１的ＰＡ菌液处理细胞１２ｈ；ＰＡ＋低剂量组
和ＰＡ＋高剂量组细胞分别用１０００、２０００ｍｍｏｌ·Ｌ－１的
牛蒡子苷元预处理细胞２４ｈ后，再用 ＰＡ菌液处理细
胞 １２ｈ（感染复数为 １）；ＰＡ＋ＣＱ组细胞使用
５０μｍｏｌ·Ｌ－１ 自 噬 抑 制 药 ＣＱ 和 １５０ ×１０８

ＣＦＵ·ｍＬ－１ＰＡ菌液共同处理细胞 １２ｈ；ＰＡ＋ＣＱ＋
Ｅｒａｓｔｉｎ组细胞使用 １０μｍｏｌ·Ｌ－１铁死亡诱导药、
５０μｍｏｌ·Ｌ－１的氯喹和１５０×１０８ＣＦＵ·ｍＬ－１的 ＰＡ
菌液共同处理细胞１２ｈ。
２３　ＣＣＫ－８实验检测细胞存活率［６］

调整ＢＥＡＳ－２Ｂ细胞密度并接种于９６孔板中，
每孔约８０００个，培养箱培养贴壁后更换培养液，然后
根据“２２”中的描述分组进行药物处理，处理结束后，
每孔加入ＣＣＫ－８试剂１０μＬ，用培养箱孵育２５ｈ后
用酶标仪在４５０ｎｍ下检测光密度值，并计算细胞存
活率。细胞存活率（％）＝（实验组光密度值－空白组
光密度值）／（对照组光密度值 －空白组光密度值）×
１００％。
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２４　ＥＬＩＳＡ法检测细胞炎性因子表达水平［６］

将ＢＥＡＳ－２Ｂ细胞接种在培养皿中（每皿接种
２×１０５个细胞），培养２４ｈ后根据“２２”中的描述分
组进行药物处理，收集处理后的各组细胞，在４℃下
以１０００×ｇ离心１５ｍｉｎ，收集上清液，并将细胞保存
于－８０℃冰箱备用，然后严格根据试剂盒操作步骤，
用酶标仪进行检测光密度值，并根据标准曲线分别计

算炎性因子（ＩＬ－６、ＩＬ－８、ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β、ＩＬ－１０）
的表达水平。

２５　蛋白质印迹法检测相关蛋白水平［７］

收集各组细胞，用放射免疫沉淀分析裂解后离心

提取总蛋白，用二喹啉甲酸法测定提取的总蛋白浓

度，然后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，结束后转至聚偏二氟乙烯

膜，并在室温下封闭１２０ｍｉｎ，洗膜后添加 ＧＰＸ４、ｘＣＴ
一抗稀释液置于摇床孵育过夜（４℃），次日清洗膜并
加入二抗稀释液（１∶５０００）孵育 １２０ｍｉｎ，显影后成
像、分析灰度值。

２６　免疫荧光法检测脂质过氧化水平［７］

将细胞均匀的接种在６孔板中，培养贴壁后根据
“２２”中的分组方法进行药物处理，并对ＢＯＤＩＰＹ５８１／
５９１Ｃ１１荧光探针进行稀释，分组处理后，加入
ＢＯＤＩＰＹ５８１／５９１Ｃ１１染色剂，在避光条件下处理
３０ｍｉｎ，清洗后，在遮光条件下用 ＤＡＰＩ进行核染
５ｍｉｎ，充分清洗后用荧光显微镜观察各组样品中
荧光反应的差异（氧化的 ＢＯＤＩＰＹ５８１／５９１Ｃ１１被
标记为绿色，未氧化的 ＢＯＤＩＰＹ５８１／５９１Ｃ１１被标
记为红色）。

２７　试剂盒法检测ＧＳＨ及Ｆｅ２＋水平［８］

ＢＥＡＳ－２Ｂ细胞根据“２２”中的分组描述进行药
物处理后收集细胞，然后加入放射免疫沉淀分析裂解

细胞，以３００×ｇ离心１５ｍｉｎ，收集上清液蛋白，然后
用二喹啉甲酸法测定提取的总蛋白浓度，其余的上清

液严格根据生化试剂盒步骤进行操作，检测 ＧＳＨ及
Ｆｅ２＋水平。
２８　细胞免疫荧光法检测ＧＰＸ４表达情况［９］

将收集的ＢＥＡＳ－２Ｂ细胞接种在４孔板中，培养
箱培养２４ｈ，根据“２２”中的分组描述进行药物处理，
分组处理后用４％多聚甲醛进行固定３０ｍｉｎ，清洗后
加入５％的ＴｒｉｔｏｎＸ－１００工作液对细胞作用１０ｍｉｎ，
然后加入牛血清白蛋白封闭液（２００％）封闭６０ｍｉｎ，
用ＧＰＸ４一抗试剂孵育过夜（４℃），清洗后，加入荧光
二抗室温下避光孵育６０ｍｉｎ，ＤＡＰＩ复染 ５ｍｉｎ后封
片，用荧光显微镜观察、拍照。

３　统计学处理
用 ＳＰＳＳ２６０软件进行统计分析。计量资料用

珋ｘ±ｓ表示，多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　牛蒡子苷元对ＰＡ诱导的 ＢＥＡＳ－２Ｂ细胞存活率
的影响

对照组常规培养，ＰＡ组用１５０×１０８ＣＦＵ·ｍＬ－１

的ＰＡ菌液处理细胞１２ｈ，ＰＡ＋低剂量组、ＰＡ＋高剂
量组细胞分别用１０００、２０００ｍｍｏｌ·Ｌ－１的牛蒡子苷
元预处理细胞２４ｈ后再用ＰＡ菌液处理细胞１２ｈ。

对照组、ＰＡ组、ＰＡ＋低剂量组和ＰＡ＋高剂量组的
细胞存活率分别为（１００００±５３０）％、（５３３８±５９１）％、
（６７４０±９５２）％和（７９８６±７３２）％。ＰＡ组与对照
组相比，细胞存活率显著降低（Ｐ＜００１）；ＰＡ＋低剂
量组、ＰＡ＋高剂量组的细胞存活率均较 ＰＡ组明显升
高（均 Ｐ＜００１）；ＰＡ＋高剂量组的细胞存活率较
ＰＡ＋低剂量组明显升高（Ｐ＜００１）。
２　牛蒡子苷元对ＰＡ感染的 ＢＥＡＳ－２Ｂ细胞炎症反
应的影响

ＰＡ组与对照组相比，ＩＬ－６、ＩＬ－８、ＴＮＦ－α和
ＩＬ－１β水平均显著升高，ＩＬ－１０水平显著降低（均
Ｐ＜００１）；ＰＡ＋低剂量组、ＰＡ＋高剂量组分别与 ＰＡ
组比较，ＩＬ－６、ＩＬ－８、ＴＮＦ－α和 ＩＬ－１β水平均显著
下降（均 Ｐ＜００１），ＩＬ－１０水平显著升高（均
Ｐ＜００１）；ＰＡ＋高剂量组与 ＰＡ＋低剂量组比较，
ＩＬ－６、ＩＬ－８、ＴＮＦ－α和 ＩＬ－１β水平均显著下降（均
Ｐ＜００１），ＩＬ－１０水平显著升高（Ｐ＜００１），见表１。
３　牛蒡子苷元对ＰＡ感染的ＢＥＡＳ－２Ｂ细胞ＧＰＸ４／
ＧＳＨ系统的影响

ＰＡ组与对照组比较，ＧＰＸ４、ｘＣＴ蛋白相对表达水
平及ＧＳＨ水平均显著降低（均 Ｐ＜００１）；ＰＡ＋低剂
量组、ＰＡ＋高剂量组分别与ＰＡ组比较，ＧＰＸ４、ｘＣＴ蛋
白相对表达水平及 ＧＳＨ水平均显著升高 （均
Ｐ＜００１）；ＰＡ＋高剂量组与 ＰＡ＋低剂量组比较，
ＧＰＸ４、ｘＣＴ蛋白相对表达水平及 ＧＳＨ水平均显著升
高（均Ｐ＜００１），见表２。
４　牛蒡子苷元对ＰＡ感染的 ＢＥＡＳ－２Ｂ细胞脂质过
氧化水平及Ｆｅ２＋水平的影响

对照组、ＰＡ组、ＰＡ＋低剂量组和 ＰＡ＋高剂量组
的脂质过氧化水平分别为 （１００００±４２９）％、
（４７０９１±３６３３）％、（３３１１６±２７０４）％ 和
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Ｖｏｌ４１Ｎｏ６Ｍａｒｃｈ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４２８）

　　表１　各组细胞炎症因子表达水平的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｙｔｏｋｉｎｅｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ ＩＬ－６（ｐｇ·ｍＬ－１） ＩＬ－８（ｐｇ·ｍＬ－１） ＴＮＦ－α（ｐｇ·ｍＬ－１） ＩＬ－１β（ｐｇ·ｍＬ－１） ＩＬ－１０（ｐｇ·ｍＬ－１）

Ｃｏｎｔｒｏｌ １０ ２０４３±２８２ １０２２±１１１ ５７８４±４５５ ４１９２±５８２ ５０２１９±４３８７
ＰＡ １０ １０６２８±８０７ ６７５３±８２６ ２４１４８±２６７２ ９０４６±６５６ ４１３５１±３４８８

ＰＡ＋ｌｏｗ－ｄｏｓｅ １０ ７６６６±５７３＃＃ ５３１０±６２９＃＃ ２１１８４±１９０３＃＃ ６８９８±５５０＃＃ ４５７６４±２３２１＃＃

ＰＡ＋ｈｉｇｈ－ｄｏｓｅ １０ ５０５７±３９８＃＃＆＆ ３５４６±５１７＃＃＆＆ １６５７５±１００７＃＃＆＆ ５６２３±４６５＃＃＆＆ ５００９７±２７８７＃＃＆＆

Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ：Ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌｃｕｌｔｕｒｅ；Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ（ＰＡ）ｇｒｏｕｐ：１５０×１０８ＣＦＵ·ｍＬ－１ＰＡｉｎｆｅｃｔｉｏｎ；ＰＡ＋ｌｏｗｄｏｓｅｇｒｏｕｐ：ＰＡｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈ

１０００ｍｍｏｌ·Ｌ－１ｂｕｒｄｏｃｋａｇｌｙｃｏｎｅ；ＰＡ＋ｈｉｇｈ－ｄｏｓｅｇｒｏｕｐ：ＰＡｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈ２０００ｍｍｏｌ·Ｌ－１ｂｕｒｄｏｃｋａｇｌｙｃｏｎｅ；ＩＬ：Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ；ＴＮＦ－α：Ｔｕｍｏｒ

ｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ－α；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００１；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＰＡｇｒｏｕｐ，＃＃Ｐ＜００１；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＰＡ＋ｌｏｗ－ｄｏｓｅｇｒｏｕｐ，＆＆Ｐ＜００１

表２　各组细胞谷胱甘肽过氧化物酶４（ＧＰＸ４）、胱氨酸谷氨酸
反向转运蛋白（ｘＣＴ）和谷胱甘肽（ＧＳＨ）水平的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ４（ＧＰＸ４），
ｃｙｓｔｉｎｅｇｌｕｔａｍａｔｅｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ（ｘＣＴ） ａｎｄｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ
（ＧＳＨ）ｌｅｖｅｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ＧＰＸ４ｐｒｏｔｅｉｎ ｘＣＴｐｒｏｔｅｉｎ ＧＳＨ（ｎｇ·ｍＬ－１）

Ｃｏｎｔｒｏｌ ０７６±００６ ０６４±００９ ２５９５±１４６

ＰＡ ０３３±００５ ０２７±００４ １０５９±０６０

ＰＡ＋ｌｏｗ－ｄｏｓｅ ０４６±００５＃＃ ０４５±００５＃＃ １３９８±０７４＃＃

ＰＡ＋ｈｉｇｈ－ｄｏｓｅ ０６２±００６＃＃＆＆ ０６１±００８＃＃＆＆２１５２±２３６＃＃＆＆

Ｄｏｓｅａｎｄｎｒｅｆｅｒｔｏｔａｂｌｅｔ１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００１；

ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＰＡｇｒｏｕｐ，＃＃Ｐ＜００１；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＰＡ＋ｌｏｗ－ｄｏｓｅ

ｇｒｏｕｐ，＆＆Ｐ＜００１

（１６０１６±１８６５）％，Ｆｅ２＋水平分别为（４６０±０５４）、
（２８３４±３１５）、（２１３３±２２６）和（１３９３±１１３）
μｍｏｌ·ｇｐｒｏｔ－１；ＰＡ组与对照组比较，脂质过氧化水平
及Ｆｅ２＋含量均显著增加（均Ｐ＜００１）；ＰＡ＋低剂量组
和ＰＡ＋高剂量组分别与ＰＡ组比较，脂质过氧化水平
及Ｆｅ２＋含量均显著下降（均Ｐ＜００１）；ＰＡ＋高剂量组
与ＰＡ＋低剂量组比较，脂质过氧化水平及 Ｆｅ２＋含量
均显著下降（均Ｐ＜００１），见表３。
５　ＰＡ通过自噬途径降解Ｇｐｘ４的表达

ＰＡ＋ＣＱ组细胞用５０μｍｏｌ·Ｌ－１自噬抑制药 ＣＱ
　　
表３　各组细胞脂质过氧化水平及Ｆｅ２＋水平的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ３　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｌｉｐｉｄｐｅｒｏｘｉｄａｔｉｏｎｌｅｖｅｌｓａｎｄＦｅ２＋ ｌｅｖｅｌｓ
ｉｎａｌｌｇｒｏｕｐｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ Ｌｉｐｉｄｐｅｒｏｘｉｄａｔｉｏｎ（％） Ｆｅ２＋（μｍｏｌ·ｇｐｒｏｔ－１）

Ｃｏｎｔｒｏｌ １００００±４２９ ４６０±０５４

ＰＡ ４７０９１±３６３３ ２８３４±３１５

ＰＡ＋ｌｏｗ－ｄｏｓｅ ３３１１６±２７０４＃＃ ２１３３±２２６＃＃

ＰＡ＋ｈｉｇｈ－ｄｏｓｅ １６０１６±１８６５＃＃＆＆ １３９３±１１３＃＃＆＆

Ｄｏｓｅａｎｄｎｒｅｆｅｒｔｏｔａｂｌｅｔ１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００１；

ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＰＡｇｒｏｕｐ，＃＃Ｐ＜００１；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＰＡ＋ｌｏｗ－ｄｏｓｅ

ｇｒｏｕｐ，＆Ｐ＜００５，＆＆Ｐ＜００１

和１５０×１０８ＣＦＵ·ｍＬ－１ＰＡ菌液共同处理细胞１２ｈ，
ＰＡ＋ＣＱ＋Ｅｒａｓｔｉｎ组细胞用１０μｍｏｌ·Ｌ－１铁死亡诱导
药、５０μｍｏｌ·Ｌ－１的氯喹和１５０×１０８ＣＦＵ·ｍＬ－１的
ＰＡ菌液共同处理细胞１２ｈ。

对照组、ＰＡ组、ＰＡ＋ＣＱ组和 ＰＡ＋ＣＱ＋Ｅｒａｓｔｉｎ
组的 ＧＰＸ４蛋白相对表达水平分别为 ０７９±００９、
０３２±００７、０６６±００９和０５６±００６，ＧＰＸ４荧光强
度分别为（３１００８５±２２７３９）、（１２０８４６±８８５４）、
（１７７９９５±１１６０５）和（１３６４７１±１０３６５）ａｕ；
ＰＡ组与对照组比较，ＧＰＸ４蛋白相对表达水平荧光强
度均显著降低（均Ｐ＜００１）；ＰＡ＋ＣＱ组与 ＰＡ组比
较，ＧＡＰ４蛋白相对表达水平荧光强度均显著升高（均
Ｐ＜００１）；ＰＡ＋ＣＱ＋Ｅｒａｓｔｉｎ组与 ＰＡ＋ＣＱ组比较，
ＧＰＸ４蛋白相对表达水平荧光强度均显著下降（均
Ｐ＜００１）。结果见图１。

图 １　以蛋白质印迹实验检测细胞ＧＰＸ４蛋白相对表达水平
Ｆｉｇｕｒｅ１　 ＲｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＧＰＸ４ｐｒｏｔｅｉｎｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙ
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｏｌｔａｓｓａｙ
ＰＡ＋ＣＱ ｇｒｏｕｐ：５０μｍｏｌ· Ｌ－１ ａｕｔｏｐｈａｇｙｉｎｈｉｂｉｔｏｒｃｈｌｏｒｏｑｕｉｎｅａｎｄ

１５０×１０８ＣＦＵ·ｍＬ－１ＰＡｂａｃｔｅｒｉａｌｓｏｌｕｔｉｏｎｆｏｒ１２ｈ；ＰＡ＋ＣＱ＋Ｅｒａｓｔｉｎ

ｇｒｏｕｐ：１０μｍｏｌ·Ｌ－１ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓｉｎｄｕｃｅｒ，５０μｍｏｌ·Ｌ－１ｃｈｌｏｒｏｑｕｉｎｅａｎｄ

１５０×１０８ＣＦＵ·ｍＬ－１ＰＡｂａｃｔｅｒｉａｌｓｏｌｕｔｉｏｎｆｏｒ１２ｈ

讨　　论

牛蒡子在中药中是常用的药物，具有宣肺透疹、

解毒利咽、疏散风热的功效，常被用于治疗咳多痰饮、

丹毒痄腮等病症。根据现代药理学研究，牛蒡子具有

抗病毒、抗炎、免疫调节等功效［１０－１１］。牛蒡子苷元作
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为牛蒡子的主要活性成分，其对脂多糖诱导的急性肺

炎具有显著抗炎作用［１２］。研究表明，牛蒡子苷元对

ＰＡ具有有效的抗菌和抗病毒特性［１３］，这提示牛蒡子

苷元有潜力作为传统抗菌药物的有效补充，用于治疗

严重的ＰＡ感染。呼吸道上皮是通过产生物理屏障并
释放抗菌肽以及趋化介质来提供针对呼吸道病原体

的第一道防线［１４］。本研究中初步通过体外培养支气

管上皮细胞ＢＥＡＳ－２Ｂ探究牛蒡子苷元对ＰＡ感染肺
炎的作用，结果发现，在 ＰＡ感染后，ＢＥＡＳ－２Ｂ细胞
存活率明显降低。此外，本研究还观察到，经牛蒡子苷

元处理后，ＰＡ感染的促炎因子ＩＬ－６、ＩＬ－８、ＴＮＦ－α、
ＩＬ－１β的分泌明显受到抑制，且抗炎因子 ＩＬ－１０的
分泌明显增加，这提示牛蒡子苷元对 ＰＡ感染的
ＢＥＡＳ－２Ｂ细胞炎症损伤具有一定的改善作用。

铁死亡是一种氧化还原驱动的受调节细胞死亡

程序。研究表明，铁死亡在细菌感染引起的宿主细胞

损伤中发挥致病作用［１５－１６］。ＧＳＨ依赖性硒酶 ＧＰＸ４
是宿主的抗铁死亡防御系统，ＧＰＸ４的失活可导致细
胞内发生脂质过氧化反应，进一步抑制 ＧＳＨ的生成，
最终诱导铁死亡［１７－１８］。ｘＣＴ是 ｘＣ－系统中的一个特
异性轻链亚基，其可将 ＧＳＨ合成所需的胱氨酸从胞
外转运至胞内，用以合成 ＧＳＨ［１９］。本研究观察到在
ＰＡ感染后，ＢＥＡＳ－２Ｂ细胞中 ＧＰＸ４、ｘＣＴ、ＧＳＨ水平
降低，而脂质过氧化水平及 Ｆｅ２＋含量上调。这提示
ＰＡ可以导致ＢＥＡＳ－２Ｂ细胞ＧＰＸ４／ＧＳＨ防御系统失
活，过氧化水平升高，从而产生铁死亡，导致ＢＥＡＳ－２Ｂ
损伤。周娈等［６］研究证实，ＰＡ可以介导铁死亡途径
诱导支气管上皮细胞损伤，与本研究结果一致。而经

牛蒡子苷元处理后，可以明显改善 ＰＡ诱导的铁死亡
相关指标的改变，表明牛蒡子苷元可通过抑制铁死亡

改善ＰＡ导致的ＢＥＡＳ－２Ｂ损伤。
本研究将ＢＥＡＳ－２Ｂ细胞与ＰＡ和自噬抑制药ＣＱ

共同孵育后发现，ＰＡ诱导的 ＧＰＸ４蛋白降解可被 ＣＱ
挽救，而ＣＱ的这一作用又被铁死亡诱导药 Ｅｒａｓｔｉｎ削
弱，这提示自噬的过度激活可能参与了ＰＡ诱导的铁死
亡，这进一步揭示牛蒡子苷元可能通过调控自噬依赖

性铁死亡来缓解ＰＡ诱导的ＧＰＸ４防御功能降低。
本研究提示：牛蒡子苷元可以通过调控 ＧＰＸ４降

解来抑制铁死亡，减轻 ＰＡ诱导的支气管上皮细胞炎
症反应，可能与调节自噬依赖性铁死亡途径相关。
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