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烟曲霉菌提取物对人支气管上皮

细胞修复功能的影响

龙飞１，苏莉莉１，梁斌１，金先桥２

（１．山东大学附属省立医院呼吸科，山东 济南 ２５００２１；２．复旦大学附属华山医院呼吸科，上海 ２０００４０）

摘要：目的　探讨烟曲霉菌对呼吸道上皮细胞修复功能的影响及其可能机制。方法　实验分为正常对照组、不同
浓度（１０、２０、４０ ｍｇ／Ｌ）ＡＦＥ组、热处理 ＡＦＥ组。分别应用不同浓度和热处理的烟曲霉菌提取物（ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｆｕｍｉｇ
ａｔｕｓ ｅｘｔｒａｃｔ，ＡＦＥ）作用体外培养的人支气管上皮细胞 １６ＨＢＥ不同的时间，以细胞体外损伤修复功能、细胞迁移能
力、定量细胞黏附能力、细胞伸展面积为指标，观察 ＡＦＥ 和热处理的 ＡＦＥ 对上皮细胞修复能力的影响。结果　
２０、４０ ｍｇ／Ｌ ＡＦＥ均明显抑制 １６ＨＢＥ细胞的体外损伤修复功能、细胞迁移能力和细胞黏附能力（Ｐ＜０．０５），并呈
明显的时间和浓度依赖性。１０ ｍｇ／Ｌ ＡＦＥ与正常对照组差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。１０、２０、４０ ｍｇ／Ｌ ＡＦＥ均
明显抑制细胞的伸展能力（Ｐ＜０．０５），并呈明显浓度依赖性。另外，热处理 ＡＦＥ的蛋白酶完全灭活，对上述观察
指标无明显影响（Ｐ＞０．０５）。结论　ＡＦＥ依赖其蛋白酶活性明显抑制细胞的修复功能，并呈明显的浓度和时间依
赖性。
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　　呼吸道上皮细胞不仅参与哮喘气道炎症和气道
重构等重要的病理生理过程，其在哮喘患者早期过

敏原致敏的过程中亦发挥关键作用［１２］。呼吸道上

皮细胞完整屏障功能的结构基础是细胞间的紧密连

接，可阻止吸入的抗原等大分子物质通过细胞间隙与

上皮下抗原递呈细胞接触，亦可阻止过敏原透过呼吸

道上皮细胞致敏机体；功能基础是上皮细胞的正常修

复功能，这是控制气道炎症和疾病的重要途径［３］。

以往研究发现，２８．５％支气管哮喘患者的烟曲
霉菌抗原皮肤试验呈阳性。烟曲霉菌感染与哮喘发

病率［４］、患者哮喘发作严重程度［５］，甚至重症哮喘

的死亡率［６］存在明显的相关性。因此近年来烟曲

霉菌在哮喘发病中的作用逐渐受到重视［７］。烟曲

霉菌可明显促进哮喘大鼠气道炎症，提高气道反应

性，损伤上皮细胞，加重气道重构及促进黏液蛋白的

表达［８９］。另外，烟曲霉菌提取物（ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｆｕｍｉｇ
ａｔｕｓ ｅｘｔｒａｃｔ，ＡＦＥ）明显促进人支气管上皮细胞黏液
蛋白和 ＧＭＣＳＦ的表达［１０１ １］。但 ＡＦＥ 对细胞修复
功能的影响尚不明确。本研究以人支气管上皮细胞

１６ＨＢＥ为研究对象，以细胞的损伤修复功能、移动
性、黏附性和细胞伸展面积为观察指标，拟探讨

ＡＦＥ对细胞修复功能的影响。

１　材料与方法

１．１　材料　人支气管上皮细胞株 １６ＨＢＥ由广州医
学院李冰教授惠赠；合成培养基 ＡＯＡＣ、Ｚｅｐｅｃｋ培
养基与酪蛋白购自美国 Ｄｉｆｃｏ 公司；ＤＭＥＭ培养基
购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司；新生牛血清购自美国Ｈｙｃｌｏｎｅ
公司；Ｔｒｉｚｏｌ购自美国 Ｉｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司；酶标板购自德
国 Ｇｒｅｉｎｅｒ公司；ＢＣＡ 法蛋白测定试剂盒购自上海
捷瑞公司；Ⅰ型胶原纤维购自美国 Ｓｉｇｍａ公司；所有
引物均由上海生工生物技术公司合成，其他化学试

剂均为分析纯。

１．２　方法
１．２．１　ＡＦＭ的制备及蛋白酶活性鉴定　烟曲霉菌
分离培养自山东省立医院患者痰液，其提取物制备

方法参见文献 ［１ １１２］。冻干粉溶于无血清
ＤＭＥＭ，ＢＣＡ法蛋白定量，后续实验应用蛋白浓度。
ＡＦＥ溶液置于 ６０ ℃ ３０ ｍｉｎ行热处理［１ １］。

１．２．２　细胞培养及实验分组　人支气管上皮细胞
株 １６ＨＢＥ 常规培养于 １０％新生牛血清的 ＤＭＥＭ
培养基，细胞生长至单层，培养基无血清 ＤＭＥＭ继
续培养 ２４ ｈ。实验分为 ５ 组：①正常对照组：不给予
任何处理；② １０ ｍｇ／Ｌ ＡＦＥ 组：给予 １０ ｍｇ／Ｌ ＡＦＥ

处理；③２０ ｍｇ／Ｌ ＡＦＥ组：给予 ２０ ｍｇ／Ｌ ＡＦＥ处理；
④４０ ｍｇ／Ｌ ＡＦＥ组：给予 ４０ｍｇ／Ｌ ＡＦＥ处理；⑤热处
理 ＡＦＥ组：用热处理的 ＡＦＥ替代 ＡＦＥ。
１．２．３　体外损伤修复实验［１３］　参照 Ｏｅｒｔｅｌ 文献，
细胞传代培养 ３ ｄ，换用无血清培养基培养 ２４ ｈ。实
验前更换新的无血清培养基。应用 ２０ μＬ 的移液
器，Ｔｉｐ头每个孔内分别在 ３、６、９ 和 １２ 点的位置划
一下，使每两个划痕区域的面积基本相同。划痕结

束后，ＰＢＳ漂洗细胞，继续孵育 １ ｈ。根据分组加入
相应浓度的 ＡＦＥ后立即显微镜下拍照，记录为 ０ ｈ，
然后分别于 ２、４、８ ｈ拍照，应用 ＩｍａｇｅＪ软件计算划
痕面积，按以下公式衡量细胞的损伤修复功能：１ －
（时间点划痕面积／最初面积）×１００％。
１．２．４　Ｂｏｙｄｅｎ 小室检测细胞的迁移能力［１４］　应
用 １０ μｇ／ｍＬ Ｉ型胶原纤维包被 Ｂｏｙｄｅｎ小室的支持
膜下层，备用。应用胰酶消化液（０．０５％ 胰酶 ＋
０．５３ ｍｍｏｌ／Ｌ ＥＤＴＡ），将培养的 １６ＨＢＥ 细胞消化
成单个细胞后，洗涤细胞 １ 次，调整密度为 １０６ 个／
ｍＬ。１０５ 个细胞加到 Ｂｏｙｄｅｎ 小室的上层，同时小
室内、外加入不同浓度 ＡＦＥ。将小室放入细胞培养
箱内一定时间，取出后吸掉小室上层液体，擦掉小室

内未迁移细胞。瑞氏染液染色约 ３ ｍｉｎ，倒置显微镜
２００ 倍镜下随机计数 １０ 个视野内细胞数，每个视野
细胞数平均值用以衡量细胞的迁移能力。

１．２．５　细胞定量法检测细胞的黏附能力　根据
Ｄｏｒｍｏｎｄ方法并略加改动［１５］，具体如下。用胰酶消

化液将细胞消化成单个细胞，洗涤 ２ 次，调整密
度为１０５ 个／ｍＬ。细胞加入到 ９６ 孔培养板内，每孔
２００μＬ。向各组细胞加入不同浓度的 ＡＦＥ。将细胞
放入细胞培养箱内一定时间后取出，应用 ３７ ℃ ＰＢＳ
将未贴壁细胞洗掉，每孔细胞内加入 ０．５％的结晶
紫溶液，室温下 １０ ｍｉｎ，洗掉未被细胞摄取的结晶
紫。倒置晾干培养板。每个培养孔内加入 ２００ μＬ
乙醇／乙酸（１／１，ｖ／ｖ）混合液，充分溶解混匀，应用
酶标仪测定 Ａ５９０。吸光度与细胞的贴壁数量呈正
比，吸光度代表细胞的黏附能力。

１．２．６　细胞展开面积的测定　盖玻片泡酸 ２４ ｈ洗
涤干净后，放入 ２４ 孔培养板内备用。胰酶消化细胞
并调整浓度为 １０５ 个／ｍＬ。将细胞加入放有玻片的
２４ 孔培养板内，加入不同浓度 ＡＦＥ，放入细胞培养
箱内 １ ｈ后取出，ＰＢＳ 洗掉未贴壁细胞，１％多聚甲
醛固定 ２０ ｍｉｎ，０．０１％伊文蓝染色 １０ ｍｉｎ，ＰＢＳ 冲
洗，５０％甘油封片，荧光显微镜下观察并拍照。计算
１００ 个细胞面积的平均值。实验结果以各 ＡＦＥ 组
细胞面积与正常对照组细胞面积的比值表示。
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１．３　统计学处理　采用 ＳＰＳＳ １ １．５ 软件，数据以
珋ｘ±ｓ表示。计量资料采用单因素方差分析（ｏｎｅｗａｙ
ＡＮＯＶＡ），组间均数比较采用 ＳＮＫ 检验，Ｐ ＜０．０５
为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　ＡＦＥ降低 １６ＨＢＥ细胞的体外修复能力　见图
１、表 １。作用 ２ ｈ 时，２０ ｍｇ／Ｌ ＡＦＥ 组及 ４０ ｍｇ／Ｌ

ＡＦＥ组中 １６ＨＢＥ细胞的修复能力受到明显抑制，与
正常对照组相比，差异有统计学意义（Ｐ ＜０．０１）；
１０ ｍｇ／Ｌ ＡＦＥ组中 １６ＨＢＥ细胞的修复能力虽受到抑
制，但与正常对照组相比，差异无统计学意义（Ｐ＞
０．０５）。作用２ ｈ时，２０ ｍｇ／Ｌ ＡＦＥ组与４０ ｍｇ／Ｌ ＡＦＥ
组差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），但作用 ４ ｈ 或 ８ ｈ
时，两组间差异有统计学意义（Ｐ ＜０．０５）。热处理
ＡＦＥ组中，ＡＦＥ蛋白酶活性完全丧失［１ １］，对细胞体

外损伤修复能力无影响（Ｐ＞０．０５）。

图 １　ＡＦＥ分别作用不同时间对细胞体外损伤修复的影响（×２００）
Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＡＦＥ ｏｎ １６ＨＢＥ ｗｏｕｎｄ ｃｌｏｓｕｒｅ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ（×２００）

表 １　不同作用时间对各组细胞体外损伤修复功能的影响（％）
组别 ２ ｈ ４ ｈ ８ ｈ

正常对照组 ３４．５ ±５．７ ５２．４ ±６．５ ９８．６ ±９．３
１０ ｍｇ／Ｌ ＡＦＥ组 ３０．２ ±５．７ ４３．７ ±６．３ ９０．４ ±９．７
２０ ｍｇ／Ｌ ＡＦＥ组 ２５．４ ±４．３＃ ４０．１ ±５．８＃＃ ８０．１ ±８．４＃＃

４０ ｍｇ／Ｌ ＡＦＥ组 １９．１ ±４．２＃ ３２．４ ±５．１＃＃ ７０．３ ±７．９＃＃△

热处理 ＡＦＥ组 ３５．５ ±５．５ ５０．２ ±６．８ ９７．９ ±９．５

　　＃Ｐ＜０．０１，＃＃Ｐ＜０．０５ ｖｓ 正常对照组；Ｐ＜０．０５ ｖｓ ２０ ｍｇ／Ｌ ＡＦＥ组 ４ ｈ；△Ｐ＜０．０５ ｖｓ ２０ ｍｇ／Ｌ ＡＦＥ组 ８ ｈ。

２．２　ＡＦＥ 降低 １６ＨＢＥ 细胞的迁移能力　见图 ２、
图 ３。作用 ２、４及 ８ ｈ时，２０ ｍｇ／Ｌ ＡＦＥ组及 ４０ ｍｇ／Ｌ
ＡＦＥ组中 １６ＨＢＥ 细胞的迁移能力受到明显抑制，

与正常对照组相比，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１），
且两组间差异亦有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；１０ ｍｇ／Ｌ
ＡＦＥ组中细胞迁移能力虽受抑制，但与正常对照组
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相比，差异无统计学意义（Ｐ ＞０．０５）；热处理 ＡＦＥ 组中细胞迁移能力无影响（Ｐ＞０．０５）。

图 ２　ＡＦＥ分别作用 ２、４、８ ｈ对细胞小室内迁移能力的影响（×２００）
Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＡＦＥ ｏｎ １６ＨＢＥ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ（×２００）

图 ３　不同浓度 ＡＦＥ作用 ４ ｈ对细胞小室内迁移能力的影响
＃Ｐ＜０．０１ ｖｓ 正常对照组；Ｐ＜０．０５ ｖｓ ２０ ｍｇ／Ｌ ＡＦＥ组。

Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＡＦＥ ｏｎ １６ＨＢＥ
ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｔ ４ ｈ．
＃Ｐ＜０．０１ ｖｓ ｔｈｅ ｍｅｄｉｕｍ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ；Ｐ＜０．０５ ｖｓ
２０ ｍｇ／Ｌ ＡＦＥ ｇｏｕｐ．

２．３　ＡＦＥ 降低 １６ＨＢＥ 细胞的黏附能力　见表 ２。
作用 ２、４及 ８ ｈ时，２０ ｍｇ／Ｌ ＡＦＥ组及 ４０ ｍｇ／Ｌ ＡＦＥ
组中 １６ＨＢＥ细胞的黏附能力均受到抑制（Ｐ＜０．０１），
并呈明显浓度依赖性；１０ ｍｇ／Ｌ ＡＦＥ组中细胞黏附能
力虽受抑制，但与正常对照组相比，差异无统计学意

义（Ｐ＞０．０５）；２０ ｍｇ／Ｌ ＡＦＥ组与 １０ ｍｇ／Ｌ ＡＦＥ组之
间差异无统计学意义（Ｐ ＞０．０５）。热处理 ＡＦＥ 组
中细胞黏附能力无影响（Ｐ＞０．０５）。
２．４　ＡＦＥ 降低 １６ＨＢＥ 细胞的伸展能力　见图 ４、
图 ５。１０、２０及 ４０ ｍｇ／Ｌ ＡＦＥ组中 １６ＨＢＥ细胞的伸展
能力均受到抑制（Ｐ＜０．０５），并呈明显浓度依赖性；
不同浓度组之间差异有统计学意义（Ｐ均＜０．０５）；热
处理 ＡＦＥ组中细胞伸展能力无影响（Ｐ＞０．０５）。

表 ２　不同作用时间对各组细胞黏附能力的影响

组别
Ａ５９０

２ ｈ ４ ｈ ８ ｈ
正常对照组 ０．２６２ ±０．０２１ ０．３１８ ±０．０１８ ０．３６６ ±０．０２９

１０ ｍｇ／Ｌ ＡＦＥ组 ０．２５７ ±０．０１６ ０．３１６ ±０．００８ ０．３２５ ±０．０３９
２０ ｍｇ／Ｌ ＡＦＥ组 ０．２４０ ±０．０１３＃ ０．２８３ ±０．０１６＃ ０．３０２ ±０．０２７＃

４０ ｍｇ／Ｌ ＡＦＥ组 ０．２１６ ±０．０２１＃ ０．２３２ ±０．０１４＃ ０．１５７ ±０．０２９＃

热处理 ＡＦＥ组 ０．２６５ ±０．０２１ ０．３２２ ±０．０１７　 ０．３６６ ±０．０３２

　　＃Ｐ＜０．０１ ｖｓ正常对照组；Ｐ＜０．０５ ｖｓ ２０ ｍｇ／Ｌ ＡＦＥ组。
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图 ４　各组细胞伸展能力
Ａ：正常对照组；Ｂ：热处理 ＡＦＥ组；Ｃ：１０ ｍｇ／Ｌ ＡＦＥ组；Ｄ：２０ ｍｇ／Ｌ ＡＦＥ组；Ｅ：４０ ｍｇ／Ｌ ＡＦＥ组。

Ｆｉｇ．４　Ｃｅｌｌ ｓｐｒｅａｄｉｎｇ ａｂｉｌｉｔｉｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ
Ａ：Ｍｅｄｉｕｍ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｈｅａｔｔｅａｔｅｄ ＡＦＥ ｇｒｏｕｐ；Ｃ：１０ ｍｇ／Ｌ ＡＦＥ ｇｒｏｕｐ；Ｄ：２０ ｍｇ／Ｌ ＡＦＥ ｇｒｏｕｐ；Ｅ：４０ ｍｇ／Ｌ
ＡＦＥ ｇｒｏｕｐ．

图 ５　不同浓度 ＡＦＥ对细胞伸展能力的影响
＃Ｐ＜０．０５ ｖｓ 正常对照组；Ｐ＜０．０５ ｖｓ １０ ｍｇ／Ｌ ＡＦＥ
组；△Ｐ＜０．０５ ｖｓ ２０ ｍｇ／Ｌ ＡＦＥ组。

Ｆｉｇ．５ 　Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＡＦＥ ｏｎ １６ＨＢＥ
ｃｅｌｌ ｓｐｒｅａｄｉｎｇ
＃Ｐ＜０．０５ ｖｓ ｍｅｄｉｕｍ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ；Ｐ ＜０．０５ ｖｓ
１０ ｍｇ／Ｌ ＡＦＥ ｇｒｏｕｐ；△Ｐ ＜０．０５ ｖｓ ２０ ｍｇ／Ｌ ＡＦＥ
ｇｒｏｕｐ．

３　讨　论

呼吸道上皮细胞在气道内形成紧密的屏障，吸

入的有害物质及气道慢性炎症常常导致细胞脱落，

使上皮下的基底膜直接与空气中的有害物质接触，

从而导致气道炎症加重和气道的高反应性［１６］。上

皮细胞受到损伤脱落后，损伤部位周围的细胞在数

分钟内即可变扁平、伸展开并向损伤部位移动，重新

覆盖损伤部位，此过程被称为“再上皮化”［１７］。上

皮细胞正常的修复功能是预防和控制哮喘等过敏性

疾病的过敏原致敏和气道炎症的重要因素。

前期动物实验表明，反复吸入烟曲霉菌孢子可

导致呼吸道上皮细胞出现细胞损伤和脱落［９］，由此

推测烟曲霉菌孢子除了对上皮细胞具有直接和间接

损伤外，还可能影响上皮细胞的修复功能。因此，本

体外实验检测了 ＡＦＥ 对支气管上皮细胞修复功能
的影响，观察体外损伤修复功能、细胞移动性、细胞

定量黏附功能和细胞伸展功能的变化。结果表明，

２０ ｍｇ／Ｌ和 ４０ ｍｇ／Ｌ 的 ＡＦＥ 即可降低细胞的上述
修复功能指标；而前期实验发现，低于该浓度的

ＡＦＥ对细胞的直接损伤并不明显。因此，低于损伤
浓度的 ＡＦＥ即可降低上皮细胞的修复功能，对于早
期接触烟曲霉菌的患者导致过敏原致敏具有重要意

义。烟曲霉菌具有明显的蛋白酶活性，可通过直接

损伤和感染后炎症反应两种途径损伤上皮细胞功

能，并降低上皮细胞的修复功能，进而导致损伤部位

不易修复，使炎症细胞聚集，加重气道的炎症反应。

细胞的正常修复功能依赖于整合素，其在细胞

移动过程中发挥关键作用［１８］。整合素为 α、β两个
亚单位的跨膜蛋白，空间结构似细胞膜上的“搭

扣”。静止细胞中，细胞膜上的整合素无活性，与细

胞外基质配体不结合。受外界因素损伤后，边缘细

胞出现极化，细胞头部的整合素活化，与细胞外基质

的配体紧密链接，同时细胞尾部的整合素松解，使细
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胞向前移动，活化细胞内的信号转导通路。整合素

与细胞外基质的配体必须通过蛋白酶作用后才能解

离［１９］。由于 ＡＦＥ具有明显的蛋白酶活性［１ １］，由此

推测 ＡＦＥ的蛋白酶活性使上皮细胞膜上的整合素
不易与细胞外基质配体结合，或过早的解离整合素

与配体的结合体，从而降低细胞的修复功能。

本研究还发现，经过热处理后，ＡＦＥ 的蛋白酶
活性完全丧失，对细胞修复功能无任何影响，由此推

测，ＡＦＥ依赖其蛋白酶活性，降低细胞的修复功能，
使损伤部位直接与外界过敏原接触，并使炎症细胞

聚集在损伤部位，因此降低细胞修复功能可能是烟曲

霉菌促进早期过敏原致敏和加重哮喘的途径之一。
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