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摘 要：采用绿脓杆菌培养上清及绿脓菌素刺激人呼吸道上皮细胞株 G"!9 和 HIJ<G<#，用 =KLHG 方法检测细胞 LK<
5 分泌水平，并使用免疫印迹（M+CN+-D ,(’N）方法观察绿脓菌素对细胞内重要的炎症信号传导途径 1*<!8 及丝裂原激

活蛋白激酶（7GIOC）的激活作用。实验发现，绿脓杆菌培养上清及绿脓菌素可诱导呼吸道上皮细胞株 LK<5 分泌增

加，且具有剂量依赖效应。绿脓菌素刺激细胞可使细胞内 L!8<"发生降解，同时使 7GIO 家族蛋白分子（=PO#Q$、

R25、S1O）发生磷酸化。7=O#Q$（=PO#Q$ 激酶）抑制剂 T%#$4（#%#>’(QK）和 R25 7GIO 抑制剂 H8$%2"5%（#%#>’(QK）可

降低绿脓菌素诱导 G"!9 细胞 LK<5 的合成。以上结果显示绿脓菌素通过 7GIO 信号传导通路增强呼吸道上皮细胞

LK<5 的表达；1*<!8 通路也参与了绿脓菌素调控细胞 LK<5 表达的过程。
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绿脓杆菌是极为重要的条件致病菌，广泛存在

于土壤、水及各种动物体内，它具有先天的和后天获

得的耐药性，并具有多重耐药的特点，一旦感染，临

床治疗十分困难。在烧伤后化脓性感染中，绿脓杆

菌是主要的致病菌。近年来医院内感染成为日益严

重的临床问题，对医院内呼吸道感染病原学调查显

示，绿脓杆菌排在首位。呼吸道慢性绿脓杆菌感染

往往引起严重的肺组织炎症病变和肺功能损害，最

后导致病人死亡。肺囊性纤维化病（J0CN?E F?,-’C?C，
J*）就是一种典型病例，由于患者呼吸道反复绿脓

杆菌感染，最终导致严重的肺功能受损，这类病人的

平均寿命只有 2% 岁［#］。

绿脓杆菌感染的肺部往往有显著的炎症反应，

尤其是大量的中性粒细胞（I71C）在发病部位聚集。

比如在 J* 病人，肺组织慢性反复绿脓杆菌感染，却

呈现出急性炎症反应的病理改变特征（大量的 I71C
在肺部聚集）。探讨绿脓杆菌感染后机体炎症反应

的分子机制，包括炎症细胞聚集机制，炎症组织损伤

机制等，成为研究绿脓杆菌感染发病机理的重要内

容。LK<5 是最为重要的 I71C 趋化因子，LK<5 释放的

增加是导致感染肺部 I71C 增多最主要的原因［$］。

体外实验观察到绿脓杆菌可分泌多种因子诱导呼吸

道上皮细胞 LK<5 的表达，如粘附素、菌毛蛋白、鞭毛

蛋白、绿脓菌素等，但是这些因子诱导呼吸道上皮细

胞炎症反应的机理，特别是炎症信号涉及的受体分

子以及信号转导途径［2，!］，至今没有阐明。本实验首

次显示绿脓杆菌分泌的重要致病分子绿脓菌素，通

过 7GIO 和 1*<!8 信号传导通路，刺激呼吸道上皮

细胞 LK<5 的表达。

- 材料和方法

-.- 材料

人肺腺癌上皮细胞株 HIJ<G<# 及人肺癌细胞株

G"!9 均为我室保存。I7H（R@+D/V?D+ >+N@’C.(F/N+），

1I<!%，1/2&W!，;IJO，X.+-E+N?D，I7H*，(+.R+RN?D，

R+RCN/N?D 为 H?Y>/ 产 品。Z7=7、小 牛 血 清 购 自

6L8JW 公司。Z.’H+N =KLHG Z+[+(’R H0CN+> @.>/D LK<
5 为 P\Z H0CN+>C 公 司 产 品。 L!8<"抗 体，磷 酸 化

7GIO 抗 体（ 包 括 R@’CR@’-<=PO#Q$，R@’CR@’<S1O，

R@’CR@’<R25）及 7=O#Q$（为 =PO#Q$ 激 酶）抑 制 剂

T%#$4 购自 J+(( H?YD/(?DY ;+E@D’(’Y0。R25 7GIO 抑

制剂 H8$%2"5% 为 H?Y>/ 公司产品。$</EN?D 抗体购自

H/DN/ J-.V，化学发光检测试剂盒 =JK ] R(.C 购自

G>+-C@/> 8?’CE?+DE+C。



!"# 绿脓菌素的提取和纯化

!"#"! 绿脓菌素的提取：参考文献采用光分解法从

!"#（$%&’()*’& +&,%-./01(,&）获取绿脓菌素［2］。23+4
!"# 溶于 533+6 78*.9:;0（$: <=3，3=5+-0>6），置于

荧光灯下大约 53?+ 处，室温光照 @A 直至溶液变为

深蓝色。用 @3+6 氯仿抽提 B 次，收取氯仿相，与

3=C+-0>6 盐酸 @：5 混匀，52338>+*’ 离心 2+*’，吸取呈

红色的水相，用碳酸氢钠中和至溶液呈蓝色，再用

5>@ 体积的氯仿抽提，如此反复抽提 @ 次，最后氯仿

相在室温下挥发干燥，所得绿脓菌素用灭菌蒸馏水

溶解，DE避光保存。

!"#"# 绿 脓 菌 素 的 纯 化：反 相 高 效 液 相 色 谱

（:!6;）进一步纯化绿脓菌素。采用 ;5F 反相柱，分

离条 件：G 液 为 3=5H 三 氟 乙 酸（7IG），J 液 为

3=5H7IG>533H乙 腈，作 3 K @3+*’ 线 性 梯 度 洗 脱

（从 G 液到 J 液），检测波长 CF3’+，流速 5+6>+*’，收

集洗脱液 5+6>管，在第 F+*’ 左右出现吸收峰，将该

吸收峰洗脱液收集并冷冻干燥，溶于灭菌蒸馏水。

采用紫外分光光度计于 C33 K D33’+ 扫描所得绿脓

菌素的吸收光谱，!+(L M C<F’+，与文献描述的绿脓

菌素吸收光谱特性相符［B］。

!"$ 绿脓杆菌培养上清（%&’()*+,-.-*+/, 0/,-10，

简称 %&)2）的制备

绿脓杆菌标准株 !GN5，于 @H 7#J 培 养 基 中

@<E孵箱振荡培养 <C%，DE、C23338>+*’ 离心 @3+*’，

收集上清用 3=CC"+ 膜过滤，9<3E保存备用。为了

灭活 7#;" 中能够引起细胞漂浮的蛋白酶，刺激细

胞前 7#;" 在沸水中隔水煮 C3+*’。

!"3 细胞培养及刺激实验

#!;9G95 及 G2DO 细胞在 @<E、2H;NC 孵箱中培

养，采 用 P"Q" 培 养 基，其 中 含 53H 小 牛 血 清、

533R>+6 青霉素、533"4>+6 链霉素。刺激实验在 DF
孔细胞培养板中进行，每孔接种 B 万个细胞，细胞生

长 C（@A 后，达到 O3H以上的融合，分别加入相应浓

度的 7#;"（以培养基 7#J 为对照），刺激 CD% 后收集

上清待测。

在绿脓菌素刺激实验中，预实验显示在无血清

或者有血清的条件下绿脓菌素都可以增强上皮细胞

S69F 的表达，但是完全撤去血清可能影响细胞的生

长及活力，因此选用含有 2H人血清 P"Q" 培养基，

绿脓菌素的浓度分别是 2、C2、23"4>+6，细胞刺激

CD% 后收集上清待测。

在观察 "G!T 通路抑制剂的实验中，细胞先用

R35CB（53"+-0>6）或 #JC3@2F3（53"+-0>6）预 处 理

B3+*’，再加入绿脓菌素（终浓度为 3，53，C2"4>+6）刺

激细胞 CD%，收集上清待测。

以上实验中，不同的实验浓度均采用 @ 复孔，并

重复 @ 次以上。

!"4 567&8
使用人 S69F Q6S#G 试剂盒，按操作说明书检测

细胞培养上清 S69F 浓度。用 J*-98(A 223 型酶标仪

DO3’+ 测定样品 !" 值。绘制标准曲线所用 S69F 标

准品浓度为 @C=2 K C333$4>+6。实验数据以 QL?&0 进

行统计学分析。

!"9 免疫印迹试验

G2DO 细胞用 @2++ 培养皿培养至 O3H融合，用

C2"4>+6 的绿脓菌素刺激细胞，分别于刺激后 53、

@3、B3、5C3+*’ 用 C33"6 预冷的细胞裂解液破裂细

胞提取细胞蛋白（3+*’ 即细胞培养液中不含绿脓菌

素）。裂解液的组成为：533++-0>6 78*.9:;0 $: F=3，

533++-0>6 U(;0， 23++-0>6 U(I， C++-0>6 QP7G，

5H U!9D3， 5++-0>6 U(@VND， 533"+-0>6 7!;T，

533"+-0>6 W/&8?&,*’，5++-0>6 !"#I，5"4>+6 0&/$&$,*’
及5"4>+6 $&$.,(,*’。收集细胞到 5=2+6 离心管中，

置冰上 @3+*’ 并不时旋涡震荡，DE、5C3338>+*’ 离心

C3+*’，收集上清。提取的细胞蛋白样品用 J;G 试

剂盒（!*&8?& J*-,&?%’-0-4X）测定蛋白浓度。每份样品

取 D3"4 进行 5CH#P#9!GYQ 分析，湿式转移法转至

!VPI膜（"*00*$-8&）。!VPI 膜用 2H 的脱脂奶粉封

闭，加入一抗，于 DE振荡过夜，加入 :Z! 耦联二抗，

最后用 Q;6 [ $0/. 试剂作化学发光检测，化学发光

成像采用冷 ;;P 照相装置（N+&4( 5B*?）。为了确证

每份样品上样量一致，将检测过的 !VPI 膜信号洗

去（.,8*$$*’4），再用抗#9(?,*’ 抗体进行二次杂交作为

内对照。实验重复 @ 次。

# 结果

#"! 绿脓杆菌培养上清（%&)2）及绿脓菌素可增

强肺腺上皮细胞 76(: 的表达

使用不同浓度的 7#;" 刺激 G2DO 及 #!;9G95 细

胞，可使细胞分泌 S69F 显著增加，这种效应呈浓度

依赖性。如图 59G 所示，培养液中含有 C=2H、2H、

53H、C3H的 7#;"（V>V）时分别可使 G2DO 细胞分泌

的 S69F 浓度较不含 7#;" 的升高 5=B、@=@、<=F 和

5@=D 倍，#!;9G95 细胞则分别升高 5=@、C=2、2=F 和

53=< 倍。

使用 !"# 光分解法提取纯化的绿脓菌素刺激

G2DO 和 #!;9G95 细胞，可使 S69F 分泌增加，在刺激
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浓度为 !"!#$%& 时细胞反应最强。绿脓菌素刺激浓

度为 "、!"、"’!#$%& 可使 (")* 细胞分泌的 +&,- 浓度

分别升高 ./!、-/)、)/- 倍；刺激 012,(,3 细胞分别升

高 ./’、-/4、4/’ 倍（图 3,5）。当绿脓 菌 素 浓 度 达

"’!#$%& 时，倒置显微镜下观察可见绿脓菌素对细

胞有一定的毒性，这可能是细胞 +&,- 分泌有所降低

的原因。

图 ! （"）绿脓杆菌培养上清对 "#$% 和 &’()")! 细胞

*+), 分泌的影响；（-）绿脓菌素对 "#$% 和 &’()")! 细

胞 *+), 分泌的影响

67#83 （(）9::;<= >: ! 8 "#$%&’()*" <>?@7=7>?;@ %;@7A%（B02C）>?

+&,- D;E;FG; :D>% (")* F?@ 012,(,3 <;EEG；（5）9::;<= >: HI><IF?7? >?

+&,- D;E;FG; :D>% (")* F?@ 012,(,3 <;EEG8

./. 绿脓菌素刺激细胞可使 01)!- 信号传导通路

激活

绿脓菌素（!"!#$%&）刺激 (")* 细胞，于 ’、3’、

.’、J’、3!’%7? 时收集细胞蛋白，用 K;G=;D? LE>= 方法

检测 M6,"5 信号传导通路重要分子 +"5,#的动态变

化，结果显示在刺激 .’%7? 后 +"5,#开始发生降解，

而在第 J’、3!’%7? 可使 +"5,#的降解更加明显（图

!）。

图 . 绿脓菌素刺激 "#$% 细胞使 *!-)"发生降解

67#8 ! K;G=;D? LE>= F?FEIG7G >: +"5,# @;#DF@F=7>? 7? (")* <;EEG

G=7%AEF=;@ N7=O HI><IF?7?

./2 绿脓菌素刺激细胞可激活 3"’4 家族

绿脓菌素（!"!#$%&）刺激 (")* 细胞，于 ’、3’、

.’、J’、3!’%7? 时收集细胞蛋白，用 K;G=;D? LE>= 方法

检测 C(1P 家族蛋白分子激活磷酸化状态的动态变

化，结果显示绿脓菌素刺激细胞 3’%7? 后，9QP3$!、

H.-、RMP 蛋白的磷酸化显著增加（图 .）。

./$ 3"’45 抑制剂 67!.8 和 &-.72#,7 阻断绿脓

菌素诱导细胞 *+), 的合成

本实 验 在 免 疫 印 迹 观 察 到 绿 脓 菌 素 可 诱 导

图 2 绿脓菌素刺激 "#$% 细胞使 3"’45 发生磷酸化

67#8. K;G=;D? LE>= F?FEIG7G >: C(1P HD>=;7? HO>GHO>DIEF=7>? 7? (")*

<;EEG G=7%AEF=;@ N7=O HI><IF?7?

C(1PG 蛋白磷酸化的基础上，使用 C(1P 通路抑制

剂预处理细胞，观察阻断 C(1P 通路后对绿脓菌素

增强细胞 +&,- 表达是否有影响。结果显示，与未经

抑制剂处理的细胞相比较，C(1P 通路抑制剂可部

分降低由绿脓菌素诱导的 +&,- 合成。如图 ) 所示，

未经抑制剂处理的细胞用 3’、!"!#$%& 的绿脓菌素

刺激，+&,- 浓度与无绿脓菌素刺激的细胞相比较平

均升高 !/! 倍和 ./4 倍。细胞经 S’3!J 预处理后用

相同浓度的绿脓菌素刺激细胞，+&,- 浓度平均升高

3/" 倍和 !/" 倍；经 05!’."-’ 预处理后平均升高 3/!
倍和 !/) 倍；联合使用 S’3!J 和 05!’."-’ 预处理细

胞，则平均升高 3/4 倍和 !/) 倍。各组与未经抑制

剂处 理 的 细 胞 相 比 较 均 具 有 显 著 性 差 异（ ! T
’/’"）。

图 $ 3"’45 抑制剂对绿脓菌素诱导 "#$% 细胞 *+), 表

达的影响

67#8) 9::;<=G >: C(1PG 7?O7L7=>DG >? HI><IF?7?,7?@A<;@ +&,- D;E;FG;

:D>% (")* <;EEG

2 讨论

呼吸道上皮细胞是呼吸道防御微生物感染的第

一道屏障，致病菌要在上皮细胞表面粘附、定植并生

长，最后突破这个屏障向粘膜下侵袭，因此呼吸道上

皮细胞与病原微生物的相互关系是研究微生物致病

机理的重要内容。上皮细胞不但扮演阻隔病原体入

-- 微 生 物 学 报 )" 卷



侵的机械屏障角色，也是机体炎症和免疫反应的积

极参与者，病原微生物感染的炎症信号往往由上皮

细胞最先发出，通过感知病原微生物（以及微生物的

产物），激活上皮细胞内复杂的炎症信号传递机制，

表达和分泌重要的炎症细胞因子，由此将病原体入

侵的信号向其他免疫细胞（中性粒细胞、单核!巨噬

细胞、淋巴细胞等）传递。

绿脓杆菌呼吸道感染引发强烈的炎症反应，这

从临床病理学观察结果，以及利用培养的上皮细胞

进行的体外实验都可以得到证实。我们在预实验中

曾经比较过多种细菌培养上清对呼吸道上皮细胞的

炎症刺激作用，包括金黄色葡萄球菌、大肠杆菌、肺

炎克雷伯杆菌，结果发现这些细菌培养上清只有温

和的刺激作用，上皮细胞 "#$% 分泌升高不超过两

倍，但是绿脓杆菌培养上清能够使上皮细胞 "#$% 分

泌升高超过 &’ 倍以上。绿脓杆菌（及其分泌产物）

诱发炎症反应的分子机理复杂，已经发现绿脓杆菌

培养上清中有多种因子具有致炎活性，比如粘附素、

菌毛蛋白、鞭毛蛋白、绿脓菌素等，但是从现阶段发

表的文献来看，多数研究仅仅观察到了这些细菌产

物对上皮细胞的致炎作用，而缺乏细胞炎症反应信

号传递机制的深入探讨。

在绿脓杆菌分泌的毒力因子中，有一类低分子

（分子量 (’’ )* 左右）吩嗪类物质（+,-.*/0.-1），现已

发现四种，包括：+,-.*/0.-$&$2*34567802 *209（:;<）、

&$,793567$=$>-?,78+,-.*/0.-（+7527*.0.）、&$,793567$+,-$
.*/0.-（&$@:）和 +,-.*/0.-$&$2*3456*>09-（:;A）。其

中绿脓菌素（+7527*.0.）的含量最为丰富，在绿脓杆

菌感染病人的痰液中绿脓菌素浓度高达&’’!>58!#
（大约 (’!B!>#）［C］。研究显示绿脓菌素是重要的细

菌毒力因子，可使呼吸道纤毛摆动逐步降低，最后发

展为广泛的纤毛停滞，导致上皮损伤［%］；同时还会降

低支气管粘液流动速度，有利于绿脓杆菌定植于呼

吸道［D］。E*1105. 等人的实验最早提示绿脓杆菌培

养上清中有小分子物质是细菌产生的主要致炎活性

成分，可刺激上皮细胞 "#$% 表达［&’］。以后有报导显

示纯化的绿脓菌素可以刺激多株呼吸道上皮细胞以

及原代培养的上皮细胞表达 "#$%［F］。G-H0. 等也发

现，绿脓杆菌培养上清中引起呼吸道上皮细胞株 "#$
% 升高的主要成分为绿脓菌素［&&］。把绿脓菌素注入

动物呼吸道后，支气管肺泡灌洗液中的中性粒细胞

（:EA1）显著增多［&(］。绿脓菌素刺激炎症反应是否

涉及受体分子，以及炎症的细胞内信号传递途径至

今仍不清楚。

"#$% 是吸引 :EA1 到感染部位的最重要的趋化

细胞因子。"#$% 基因表达调控研究揭示，在基因上

游调控序列中，起关键作用的是转录激活因子 <:$&
及 AI$"J 的结合基序［&K］。我们在观察到绿脓杆菌

培养上清及绿脓菌素刺激呼吸道上皮细胞株 <=FD、

L:;$<$& "#$% 基因表达的基础上，进一步探讨了激

活 "#$% 基因的信号通路，结果提示在绿脓菌素刺激

下，丝裂原激活蛋白激酶（E<:G1）及 AI$"J 两条通

路同时被激活。E<:G1 为一类丝!苏氨酸蛋白激酶，

是细胞炎症信号传导通路的重要介质，当细胞受到

刺激后，E<:G1 发生磷酸化而被激活，转移到细胞

核内，发挥其蛋白激酶活性，促使转录激活因子 <:$
& 的激活。现已发现 E<:G 家族有多个成员，其中

细胞外信号调节激酶（MNG&!(）、2$OP. A@($末端激酶

（OAG）和 +K% E<:G 最受关注。本研究使用 Q-1?-3.
485? 检测方法，观察到绿脓菌素可使细胞内 E<:G1
发生磷酸化活化的直接证据；进一步采用 EMG&!(
阻断剂 R’&(S 以及 +K% E<:G 阻断剂 LJ(’K=%’，发

现它们均可在一定程度上抑制绿脓菌素对 "#$% 的

上调表达。AI$"J 是细胞炎症反应重要的基因转录

激活因子，在调控细胞 "#$% 的转录表达中具有至关

重要的作用。炎症信号激活 ""J 激酶复合体（"GG），

使 ""J 发生磷酸化并降解，AI$"J 解离并由胞浆移

至核内，与特异的 )A< 序列相结合，调节相应靶基

因，包括 "#$% 的转录。本次试验首次观察到绿脓菌

素可使细胞内 ""J$#发生降解，提示 AI$"J 通路也参

与了绿脓菌素调节细胞 "#$% 表达的过程。我们在

预实验中，用不含绿脓菌素的培养液孵育细胞，观察

不同时间细胞蛋白 ""J$#和 E<:G1 的动态表达，未

发现有明显变化。提示绿脓菌素可以特异的激活

E<:G1 及 AI$"J 信号传导通路，从而调节 "#$% 的表

达。

值得关注的是，很多细菌产物刺激细胞的炎症

反应都有特异的受体介导。本实验观察到绿脓菌素

激活 AI$"J 及 E<:G1 这两条通路，它们都处在炎症

信号传递的下游，绿脓菌素炎症信号的上游涉及哪

些分子，细胞膜上（或细胞内）有没有绿脓菌素的特

异受体分子，有必要作进一步的探讨。随着对绿脓

杆菌感染炎症机理的深入了解，我们对疾病发病机

制的认识将更加深刻，并为预防和控制绿脓杆菌引

起机体炎症反应提供新的思路，炎症信号的阐明也

将为研究和发展调控炎症新药（包括基因治疗）提供

更多的靶点。

D%& 期 冯 艳等：绿脓菌素激活 E<:G1、AI$"J 信号通路诱导呼吸道上皮细胞 "#$% 表达
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