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敲除Ｂｒｇ１基因对小鼠肺泡Ⅱ型上皮细胞数量和功能的影响及其机制研究
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　　［摘要］　目的　研究染色质重构复合物核心催化亚基（Ｂｒａｈｍａｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅ１，Ｂｒｇ１）对Ｃ５７ＢＬ／６小
鼠Ⅱ型肺泡上皮细胞数量和功能的影响及其可能的机制。方法　取６～８周龄雌性野生型 Ｃ５７ＢＬ／６小
鼠（Ｗｉｌｄｔｙｐｅ，ＷＴ）及Ⅱ型肺泡上皮细胞（ａｌｖｅｏｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌⅡ，ＡＥＣⅡｓ）上特异性敲除 Ｂｒｇ１的
Ｃ５７ＢＬ／６小鼠（Ｂｒｇ１ｆｌ／ｆｌ）作为实验对象，每组选取８只小鼠，收取标本，利用免疫组化及免疫荧光分析肺
组织中表面活性物质相关蛋白Ｃ（ｓｕｒｆａｃｔａｎｔａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎＣ，ＳＦＴＰＣ）阳性的细胞率，流式细胞术分析
小鼠肺组织中表面活性物质蛋白Ｃ前体蛋白（ｐｒｏｓｕｒｆａｃｔａｎｔｐｒｏｔｅｉｎＣ，ｐｒｏＳＰＣ）阳性的细胞（即ＡＥＣⅡｓ）数
量。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组小鼠肺组织中ｐｒｏＳＰＣ、ＳＦＴＰＣ、表面活性物质相关蛋白Ａ（ｓｕｒｆａｃｔａｎｔａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎＡ，ＳＦＴＰＡ）、表面活性物质相关蛋白 Ｄ（ｓｕｒｆａｃｔａｎｔａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎＤ，ＳＦＴＰＤ）的表达水平。
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞周期蛋白 Ｄ１（ＣｙｃｌｉｎＤ１）表达及增殖相关信号转导途径中关键蛋白 ＥＧＦＲ、
ｐＥＧＦＲ、ＰＩ３Ｋ、ｐＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、ｐＡＫＴ及ＮＦκＢｐ６５的活化水平。结果　抗ＳＦＴＰＣ免疫组化、免疫荧光显
示其在肺泡上皮表达较ＷＴ小鼠增多（Ｐ＜０．０５）；流式细胞术显示 Ｂｒｇ１ｆｌ／ｆｌ组小鼠肺组织中 ｐｒｏＳＰＣ＋的
细胞百分比较 ＷＴ小鼠明显增高（Ｐ＜０．０５），Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示 ＡＥＣⅡｓ的功能性蛋白 ｐｒｏ
ＳＰＣ、ＳＦＴＰＣ、ＳＦＴＰＡ及ＳＦＴＰＤ在Ｂｒｇ１ｆｌ／ｆｌ小鼠中明显增多；Ｂｒｇ１ｆｌ／ｆｌ组小鼠肺组织中 ＮＦκＢｐ６５及周期
蛋白ＣｙｃｌｉｎＤ１的表达增加，且ｐＥＧＦＲ／ＥＧＦＲ、ｐＰＩ３Ｋ／ＰＩ３Ｋ、ｐＡＫＴ／ＡＫＴ百分比显著提高，且差异均有
统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　特异性敲除Ｃ５７ＢＬ／６小鼠Ⅱ型肺泡上皮细胞中的Ｂｒｇ１可促使 ＡＥＣⅡｓ
数量和分泌功能的增加，其可能机制与敲除 Ｂｒｇ１促进 ＥＧＦＲ／ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ＮＦκＢ信号通路的激活，且与
增殖周期蛋白ＣｙｃｌｉｎＤ１表达的增加有关。
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１６３．ｃｏｍ

　　Ⅱ型肺泡上皮细胞（ａｌｖｅｏｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍｃｅｌｌⅡ，
ＡＥＣⅡｓ）是肺泡上皮的重要组成部分，与Ⅰ型肺泡上
皮细胞（ａｌｖｅｏｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌⅠ，ＡＥＣⅠｓ）一同构成
肺泡，占肺泡上皮细胞总数的 １４％～１６％［１］。肺表面
活性物质（ｐｕｌｍｏｎａｒｙｓｕｒｆａｃｔａｎｔ，ＰＳ）是存在于肺泡表
面被覆的气液分子层表面的一种脂蛋白，由Ⅱ型细胞
分泌，有降低肺泡的表面张力、保证肺泡的顺应性等作

用，包含４种蛋白：表面活性物质相关蛋白Ａ（ｓｕｒｆａｃｔａｎｔ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎＡ，ＳＦＴＰＡ）、表面活性物质相关蛋白Ｂ
（ｓｕｒｆａｃｔａｎｔａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎＢ，ＳＦＴＰＢ）、表面活性物质
相关蛋白 Ｃ（ｓｕｒｆａｃｔａｎｔａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎＣ，ＳＦＴＰＣ）和
表面活性物质相关蛋白 Ｄ（ｓｕｒｆａｃｔａｎｔａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ
Ｄ，ＳＦＴＰＤ）。其中，ＳＦＴＰＣ是仅在 ＡＥＣⅡｓ表达的活
性蛋白［２］，首先在 ＡＥＣⅡｓ胞质内的板层小体中合成
肺表面活性物质蛋白Ｃ前体蛋白（ｐｒｏｓｕｒｆａｃｔａｎｔｐｒｏｔｅｉｎ
Ｃ，ｐｒｏＳＰＣ），ｐｒｏＳＰＣ经过多次酶解成为具有生理
活性的ＳＦＴＰＣ［３－４］。因此ｐｒｏＳＰＣ和ＳＦＴＰＣ通常被认
为是ＡＥＣⅡｓ的标志物，ｐｒｏＳＰＣ和 ＳＦＴＰＣ的表达水
平在一定程度上反映ＡＥＣⅡｓ的数量及功能。ＡＥＣⅡｓ
可以促进肺泡巨噬细胞趋化、Ｔ淋巴细胞分化及表达

Ｔｏｌｌ样受体，参与机体免疫调节［２－３］。在慢性阻塞性肺

病、急性呼吸窘迫综合征、肺水肿等肺疾病中，支气管

肺泡灌洗液中ＳＦＴＰＣ水平减少，由此可见，ＡＥＣⅡｓ与
许多肺部疾病的发病和病理过程息息相关，研究ＡＥＣⅡｓ
在肺内的数量及功能的改变对于许多相关肺疾病的预

防与治疗都具有重要的意义。

　　染色质重构复合物核心催化亚基（Ｂｒａｈｍａｒｅｌａｔｅｄ
ｇｅｎｅ１，Ｂｒｇ１）是定位于人类１９ｐ１３．２染色体，在小鼠体
内位于９Ａ３，是表观遗传学 ＡＴＰ依赖的多亚基组成的
染色质重塑复合物（ｃｈｒｏｍａｔｉｎｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇｃｏｍｐｌｅｘ，
ＳＷＩ／ＳＮＦ）的核心成分之一，其主要作用是利用 ＡＴＰ
水解产生能量从而实现染色体重组［４］。有研究表明，

Ｂｒｇ１可以明显降低 ＭＣＦ７细胞系的 ＤＮＡ合成和
ＣｙｃｌｉｎＤ１的表达水平［５］，而本课题组前期研究发现在

１６ＨＢＥ细胞系中敲低 Ｂｒｇ１可以增加该细胞的增殖迁
移能力，同时在哮喘小鼠肺泡Ⅱ型上皮细胞上特异性
敲除Ｂｒｇ１可对上皮细胞的增殖和分化起着十分重要
的作用［６－７］。但目前仍没有Ｂｒｇ１对ＡＥＣⅡｓ影响的相
关研究，因此本研究旨在探讨 Ｂｒｇ１对 ＡＥＣⅡｓ数量和
功能的影响及可能机制，为治疗某些肺部疾病如支气

７５６　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（７）



管哮喘、肺纤维化、急性肺损伤等提供新的思路和方向。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　ＳＰＦ级雌性 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，６～８周龄，购自重庆
医科大学实验动物中心。Ｂｒｇ１ｆｌ／ｆｌ小鼠为在 Ｃ５７ＢＬ／６
小鼠背景上条件性敲除Ⅱ型肺泡上皮细胞上 Ｂｒｇ１基
因的纯合子小鼠。敲除鼠获得和基因型鉴定方法：将

两种转基因小鼠 Ｂｒｇ１ｆｌ／ｆｌ和 ＳＰＣｒｔＴＡ／（ｔｅｔＯ）７Ｃｒｅ在
ＳＰＦ级饲养环境中进行交配，于生后大约７ｄ剪指甲
提取ＤＮＡ，ｑＰＣＲ及 ＰＣＲ检测小鼠基因型。将得到的
纯合子小鼠喂养母乳至３周后给予２％多西环素水７ｄ，
诱导 （ｔｅｔＯ）７Ｃｒｅ重组酶活性从而靶向剪切 ＡＥＣⅡｓ
上Ｂｒｇ１基因，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｂｒｇ１表达水平。
１．２　主要试剂
　　小鼠ＤＮＡ提取试剂配制方法如下。①缓冲液Ａ：
０．５ｍｏＬ／ＬＥＤＴＡ（ｐＨ８．０）１００μＬ加１０ｍｏＬ／ＬＮａＯＨ
６２５μＬ，加双蒸水定容至 ２５０ｍＬ，混匀后室温储存；
②缓冲液Ｂ：４０ｍｍｏＬ／ＬＴｒｉｂａｓｅ１００ｍＬ（ｐＨ３．０）。其
余试剂：ｐｒｏＳＰＣ兔抗小鼠单克隆抗体（Ａｂｃａｍ，
ａｂ４０８７９），ＳＦＴＰＣ兔抗小鼠单克隆抗体 （Ａｂｃａｍ，
ａｂ２１１３２６），兔抗人 Ｂｒｇ１单克隆抗体（Ｓａｎｔａｃｒｕｚ），
ＳＦＴＰＡ兔抗小鼠多克隆抗体（Ｂｉｏｓｓ，ｂｓ１０２６５Ｒ），ＳＦＴ
ＰＤ兔抗小鼠多克隆抗体（Ｂｉｏｓｓ，ｂｓ２１６１７Ｒ），兔抗小
鼠ＣｙｃｌｉｎＤ１多克隆抗体（ｂｉｏｓｓ，ｂｓ２０５９７Ｒ），兔抗ＰＩ３Ｋ
（Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ），兔抗 ｐＰＩ３Ｋ（ＣＳＴ），兔抗 ＡＫＴ（Ｐｒｏｔｅｉｎ
ｔｅｃｈ），兔抗ｐＡＫＴ（ＣＳＴ），山羊抗兔ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８荧
光二抗，ＰＥ标记的山羊抗兔 ＩｇＧ流式抗体，Ⅰ型胶原
酶ＣＯＬＬＡＧＥＮＡＳＥⅠ（Ｓｉｇｍａｃ０１３０），兔超敏二步法免
疫组化检测试剂盒（中杉金桥生物技术）；全蛋白试剂

提取盒（南京凯基生物科技），ＢＣＡ法蛋白定量试剂盒
（百泰克生物技术）；ＤＮＡＭａｒｋｅｒ、ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ

（ＴａＫａＲａ公司）。ＰＣＲ引物由上海生工生物工程合成：
序列如下 Ｂｒｇ１Ｌ５５′ＴＣＴＣＡＴＧＣＡＣＡＧＡＧＧＴＣＣＴＧ３′，
Ｂｒｇ１Ｒ２７６５′ＴＡＧＣＣＣＣＴＴＧＡＡＡＧＴＧＡＴＣＣ３′，ｏＩＭＲ１０８４
５′ＧＣＧＧＴＣＴＧＧＣＡＧＴＡＡＡＡＡＣＴＡＴＣ３′，ｏＩＭＲ１０８５５′
ＧＴＧＡＡＡＣＡＧＣＡＴＴＧＣＴＧＴＣＡＣＴＴ３′， ｏＩＭＲ７３３８ ５′
ＣＴＡＧＧＣＣＡＣＡＧＡＡＴＴＧＡＡＡＧＡＴＣＴ３′，ｏＩＭＲ７３３９ ５′
ＧＴＡＧＧＴＧＧＡＡＡＴＴＣＴＡＧＣＡＴＣＡＴＣＣ３′，ｏＩＭＲ８７４４５′
ＣＡＡＡＴＧＴＴＧＣＴＴＧＴＣＴＧＧＴＧ３′， ｏＩＭＲ８７４５ ５′ＧＴ
ＣＡＧＴＣＧＡＧＴＧＣＡＣＡＧＴＴＴ３′，ｏＩＭＲ８７４６５′ＣＧＣＴＧＴ
ＧＧＧＧＣＡＴＴＴＴＡＣＴＴＴＡＧ３′，ｏＩＭＲ８７４７ ５′ＣＡＴＧＴＣ
ＣＡＧＡＴＣＧＡＡＡＴＣＧＴＣ３′。

１．３　肺组织中ＳＦＴＰＣ免疫组化染色
　　肺组织脱水石蜡包埋块制作成 ４μｍ组织切片，
脱蜡入水，一抗（兔抗小鼠 ＳＦＴＰＣ的单克隆抗体
１∶５００）４℃ 孵育过夜，采用组化试剂盒孵育山羊抗兔
二抗，ＤＡＢ染色，苏木精复染，中性树脂封片，每只小
鼠肺组织选取５个肺泡区（×４００），计数ＳＦＴＰＣ阳性的
细胞数，应用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５．０软件分析各组阳性
细胞数。

１．４　肺组织中ＳＦＴＰＣ免疫荧光染色
　　肺组织脱水石蜡包埋块，制作４μｍ组织切片，脱
蜡入水，一抗（兔抗小鼠ＳＦＴＰＣ的单克隆抗体１∶２００）
４℃ 孵育过夜，将二抗以１∶５００稀释并于室温避光孵
育６０ｍｉｎ。将ＤＡＰＩ染色液常温避光孵育３０ｍｉｎ进行
细胞核染色，清洗后，封片，干燥后采集成像。

１．５　流式细胞术检测肺组织中ｐｒｏＳＰＣ阳性细胞数
　　取小鼠肺组织，用０．２％Ⅰ型胶原酶（１６４０配置）
１～２ｍＬ３７℃消化１５ｍｉｎ，于２００目筛网上反复剪碎，
１６４０培养基冲洗，制成单细胞悬液，２５００ｒ／ｍｉｎ４℃
离心５ｍｉｎ，１ｍＬＰＢＳ洗涤２遍，４％多聚甲醛室温固
定１５ｍｉｎ，直接加入１ｍＬＰＢＳ终止固定，２５００ｒ／ｍｉｎ
４℃离心５ｍｉｎ，０．５％ＴｒｉｔｏｎＸ１００室温破膜２０ｍｉｎ后
直接加入１ｍＬＰＢＳ终止后离心。弃上清加入 ５０μＬ
大鼠血清封闭 ２０ｍｉｎ，再加入 １μＬｐｒｏＳＰＣ抗体每
管，室温孵育１．５ｈ，１ｍＬＰＢＳ洗涤后离心，弃上清，加
入２μＬＰＥ标记的山羊抗兔 ＩｇＧ流式抗体（二抗）。
室温避光孵育 ３０ｍｉｎ，１ｍＬＰＢＳ洗涤 ２遍，离心后
２００μＬＰＢＳ重悬上机。
１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组小鼠肺组织中 ＥＧＦＲ、ｐ

ＥＧＦＲ、ＰＩ３Ｋ、ｐＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、ｐＡＫＴ、ＮＦκＢｐ６５及
ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白的表达

　　用全蛋白试剂提取盒提取４０ｍｇ各组小鼠肺组织
的总蛋白，按ＢＣＡ蛋白定量试剂盒说明书测定蛋白浓
度。取１００μｇ总蛋白上样，１０％ＳＤＳＰＡＧＥ电泳后转
移至ＰＶＤＦ膜（美国Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司），封闭后分别加入相
应一抗（Ｂｒｇ１１∶２００，ＳＦＴＰＣ１∶１０００，ｐｒｏＳＰＣ１∶１０００，
ＳＦＴＰＡ１∶１０００，ＳＦＴＰＤ１∶１０００，ＣｙｃｌｉｎＤ１１∶１０００，
ＥＧＦＲ１∶１０００，ｐＥＧＦＲ１∶１０００，ＰＩ３Ｋ１∶１０００，ｐＰＩ３Ｋ
１∶１０００，ＡＫＴ１∶５００，ｐＡＫＴ１∶５００，ＮＦκＢ１∶５００，内
参：兔抗小鼠 βａｃｔｉｎ单克隆抗体 １∶１０００），４℃孵育
过夜，漂洗后分别加入相应二抗（辣根过化物酶标记

的山羊抗兔１∶５０００稀释），室温孵育１ｈ，ＴＢＳＴ洗膜
后滴加ＥＣＬ显色剂用荧光化学发光凝胶成像系统进行
化学发光、照相，用ＩｍａｇｅＪ软件对条带进行定量分析。
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１．７　统计学分析
　　采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５．０软件和ＳＰＳＳ１１．５软件进
行分析。各组比较采用ｔ检验。检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　Ｂｒｇ１ｆｌ／ｆｌ小鼠的鉴定
　　为鉴定合笼小鼠子代的基因型，运用了 ｑＰＣＲ、
ＰＣＲ扩增、琼脂糖凝胶电泳同时鉴定了 ＳＰＣｒｔＴＡ、
Ｂｒｇ１和 （ｔｅｔＯ）７Ｃｒｅ基因。ＳＰＣｒｔＴＡ判断方式为：阴
性溶解峰在（８０±１）℃，阳性小鼠溶解峰（９０±１）℃ （图
１Ａ）；Ｂｒｇ１基因型判定方式为：Ｂｒｇ１ｆｌ／ｆｌ纯合扩增条带在
２６０ｂｐ，Ｂｒｇ１ｆｌ／杂合扩增条带同时有２６０ｂｐ和１６０ｂｐ两
个条带 （图１Ｂ）；Ｃｒｅ判断方式（图１Ｃ、Ｄ）：引物 （ｔｅｔＯ）７
Ｃｒｅ７３３８／７３３９是内参，鉴定所提 ＤＮＡ是否可用，条带

为３００ｂｐ且亮的为可用；引物 （ｔｅｔＯ）７Ｃｒｅ１０８４／１０８５
用于鉴定 Ｃｒｅ是否为阳性，阳性扩增带在１００ｂｐ，条带
亮，无杂带。只有同时满足 Ｂｒｇ１为纯合、（ｔｅｔＯ）７Ｃｒｅ
和ＳＰＣｒｔＴＡ同时阳性的小鼠才为纯合子，即为Ｂｒｇ１ｆｌ／ｆｌ

小鼠。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示Ｂｒｇ１在Ｂｒｇ１ｆｌ／ｆｌ小鼠
肺组织匀浆中的表达明显低于ＷＴ小鼠（图１Ｅ、Ｆ，Ｐ＜
０．０１），提示已成功构建在肺组织中条件性敲低 Ｂｒｇ１
的小鼠模型。

２．２　敲除Ｂｒｇ１对小鼠ＡＥＣⅡｓ数量的影响
２．２．１　免疫组化和免疫荧光测定肺组织中ＳＦＴＰＣ阳性
的细胞数量　　肺组织石蜡切片抗 ＳＦＴＰＣ免疫组化
（图２Ａ、Ｂ）及免疫荧光（图２Ｃ）检测肺泡ＳＦＴＰＣ阳性细胞
数。结果显示Ｂｒｇ１ｆｌ／ｆｌ组小鼠肺泡ＳＦＴＰＣ阳性（箭头所指
细胞）细胞数明显高于ＷＴ组（Ｐ＜０．０１，图２）。
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图２　ＷＴ组和Ｂｒｇ１ｆｌ／ｆｌ组小鼠肺组织ＳＦＴＰＣ免疫组化及免疫荧光

２．２．２　流式细胞术测定 ｐｒｏＳＰＣ阳性的细胞数量　
　与ＷＴ组比较，Ｂｒｇ１ｆｌ／ｆｌ组小鼠肺组织中ｐｒｏＳＰＣ阳
性的细胞比例显著升高（Ｐ＜０．０５，图３）。

２．３　敲除Ｂｒｇ１对小鼠ＡＥＣⅡｓ分泌的功能的影响
２．３．１　敲除 Ｂｒｇ１促进肺组织匀浆中 ＳＦＴＰＣ和 ｐｒｏ
ＳＰＣ的表达　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，Ｂｒｇ１ｆｌ／ｆｌ

组小鼠肺组织匀浆中 ＡＥＣⅡｓ标记性分子 ｐｒｏＳＰＣ、
ＳＦＴＰＣ的表达显著高于ＷＴ组（Ｐ＜０．０５，图４）。

０６６ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（７）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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proSP
!

C（
!"!"#

$）→

"#

actin（
%$!"#

$）→

WT Brg1f1/f1

WT Brg1f1/f1

5

4

3

2

1

0

p
ro
S
P
$

C
/ %
&

ac
ti
n

a

WT Brg1f1/f1

2.0

1.5

1.0

0.5

0

S
F
T
P
'

C
/
(
)

ac
ti
n

a

SFTP（
!"!"#

$）→

*+

actin（
%$!"#

$）→

WT Brg1f1/f1

&

'

(

)

组别

组别

ＡＤ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＷＴ组和Ｂｒｇ１ｆｌ／ｆｌ组肺组织中ｐｒｏＳＰ
Ｃ与ＳＦＴＰＣ的表达水平及其统计分析　ａ：Ｐ＜０．０５，与ＷＴ
相比

图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测两组ｐｒｏＳＰＣ和ＳＦＴＰＣ蛋白表
达水平

２．３．２　敲除 Ｂｒｇ１促进 ＡＥＣⅡｓ功能性蛋白 ＳＦＴＰＡ和
ＳＦＴＰＤ的分泌　　进一步研究表明，Ｂｒｇ１ｆｌ／ｆｌ组小鼠肺
组织匀浆中 ＡＥＣⅡｓ分泌的其他功能性蛋白 ＳＦＴＰＡ、
ＳＦＴＰＤ的表达水平也显著高于ＷＴ组（Ｐ＜０．０１，图５），
表明特异性敲除 ＡＥＣⅡｓ中的 Ｂｒｇ１可以显著促进小鼠
ＡＥＣⅡｓ功能性蛋白ＳＦＴＰＡ和ＳＦＴＰＤ分泌增加。
２．４　敲除Ｂｒｇ１促进 ＥＧＦＲ／ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路的激

活及相关蛋白的表达

　　与对照组相比，Ｂｒｇ１ｆｌ／ｆｌ组 ｐＥＧＦＲ／ＥＧＦＲ、ｐＰＩ３Ｋ／
ＰＩ３Ｋ、ｐＡＫＴ／ＡＫＴ的表达明显上调，差异均有统计学
意义 （Ｐ＜０．０５，图 ６Ａ、Ｂ）。同时其下游分子 ＮＦκＢ
ｐ６５及ＣｙｃｌｉｎＤ１的表达也显著升高（Ｐ＜０．０１，图６Ｃ、Ｄ）。
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Ａ～Ｄ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＷＴ组和Ｂｒｇ１ｆｌ／ｆｌ组肺组织中ＳＦＴＰＡ

和ＳＦＴＰＤ的表达水平及其统计分析　ａ：Ｐ＜０．０１，与 ＷＴ

相比

图５　ＷＴ组和Ｂｒｇ１ｆｌ／ｆｌ组小鼠肺组织中ＳＦＴＰＡ及ＳＦＴＰＤ

蛋白质水平

３　讨论

　　染色质重塑复合物核心催化亚基 Ｂｒｇ１是一种磷
酸化核蛋白，其主要的作用是通过ＡＴＰ水解产生能量
重排核小体位置和组蛋白ＤＮＡ相互作用调节基因转
录，从而促进靶基因的转录激活或抑制。在人非小细

胞肺癌的细胞中，Ｂｒｇ１缺失会改变其细胞的形态，增
加其成瘤潜能［８］。研究表明，Ｂｒｇ１结合磷酸化的视网
膜母细胞瘤蛋白（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄｒｅｔｉｎｏｂｌａｓｔｏｍａｐｒｏｔｅｉｎ，
ｐＲＢ蛋白）形成复合物抑制 Ｅ２Ｆ转录因子的释放，下
调细胞周期蛋白Ｅ、细胞周期蛋白Ａ的表达，从而干扰
成纤维细胞的增殖［９－１０］。提示Ｂｒｇ１在促进细胞增殖、
调控细胞周期中发挥重要作用［１１－１２］。本实验结果显

示特异性敲除ＡＥＣⅡｓ的Ｂｒｇ１可以促使ＡＥＣⅡｓ数量的
增加，可能与Ｂｒｇ１参与 ＡＥＣⅡｓ的增殖有关。除此之
外，文献［５］报道 Ｂｒｇ１可以占据内源性细胞周期蛋白
Ｄ１的ＡＰ１位点，通过向ＣｙｃｌｉｎＤ１启动子区募集辅阻遏
物（ＨＤＡＣ１、ＨＰ１、Ｓｕｖ３９ｈ１）来抑制ＣｙｃｌｉｎＤ１的表达，这
与本实验中敲除Ｂｒｇ１发现ＣｙｃｌｉｎＤ１的表达增多一致。

１６６　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（７）
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Ａ、Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＷＴ组和 Ｂｒｇ１ｆｌ／ｆｌ组肺组织中 ＥＧＦＲ、ｐＥＧＦＲ、ＰＩ３Ｋ、ｐＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、ｐＡＫＴ的表达水平及

ｐＥＧＦＲ／ＥＧＦＲ、ｐＰＩ３Ｋ／ＰＩ３Ｋ、ｐＡＫＴ／ＡＫＴ比值的其统计分析；ＣＦ：ＷＴ组和 Ｂｒｇ１ｆｌ／ｆｌ组中肺组织中 ＮＦκＢｐ６５、

ＣｙｃｌｉｎＤ１的表达水平及其统计分析　ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＷＴ组相比

图６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＷＴ组和 Ｂｒｇ１ｆｌ／ｆｌ组中 ＥＧＦＲ、ｐＥＧＦＲ、ＰＩ３Ｋ、ｐＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、ｐＡＫＴ、ＮＦκＢｐ６５及

ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白质表达水平

　　多种信号通路参与细胞的增殖调控，其中 ＥＧＦＲ／
ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路是哺乳动物中广泛存在的经典信
号通路，在介导细胞分化、增殖、自噬、凋亡中发挥重

要作用［１３］。研究表明，表皮生长因子（ｅｐｉｄｅｒｍａｌ
ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＥＧＦ）在表皮细胞、成纤维细胞和上皮细
胞等细胞的增殖中起着重要的作用［１４］，表皮生长因子

受体（ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＧＦＲ）是一种
酪氨酸激酶受体，是由胞内、胞外、跨膜结构域组成的

糖蛋白，ＥＧＦ与ＥＧＦＲ结合后通过其胞内结构域的自
磷酸化促进受体二聚体激活，进而启动磷脂酰肌醇３
激酶（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ３ｋｉｎａｓｅ，ＰＩ３Ｋ）／ＡＫＴ信号
通路［１５］。ＡＫＴ，也称为蛋白激酶 Ｂ（ＰＫＢ），是一种丝
氨酸／苏氨酸特异性蛋白激酶，在大脑、心脏、肺和皮肤
等多种人体组织中细胞生长和增殖的正常调节中起着

关键作用。文献［１６］报道，在胰腺癌细胞中，Ｂｒｇ１可
参与调控 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路的磷酸化调控 ＰＩ３Ｋ／
ＡＫＴ信号通路的激活，从而影响胰腺癌细胞的生长；
同时，ＡＫＴ通过Ｓｅｒ４７３位点的磷酸化被证实可以通过

激活转录因子核因子 ＮＦκＢ，促进其表达增多并从胞
质转移至细胞核，上调 ＣｙｃｌｉｎＤ１的表达来促进细胞增
殖［１７－１８］。另外，Ｂｒｇ１也可以调控 ＡＫＴ上 Ｓｅｒ４７３位点
的磷酸化直接促进 ＣｙｃｌｉｎＤ１的表达，从而促进前列腺
癌细胞的生长［１９］。ＣｙｃｌｉｎＤ１是调控细胞周期 Ｇ１期到
Ｓ期关卡点最关键的蛋白，可通过结合并激活细胞周
期相关激酶（如ＣＤＫ４、ＣＤＫ６），促进细胞周期运行，其
过度表达可缩短Ｇ１期加快细胞周期进程，促进细胞增

殖［２０］。这与本研究实验结果相符，说明敲除 Ｂｒｇ１可
以激活 ＥＧＦＲ／ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路，引起下游 ＮＦκＢ
ｐ６５增多，从而促进ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白的表达，促进ＡＥＣⅡｓ
的增殖，但是Ｂｒｇ１的具体作用机制暂不清楚，需进一
步探讨。

　　综上，特异性敲除Ｃ５７ＢＬ／６小鼠Ⅱ型肺泡上皮细
胞中的Ｂｒｇ１可促使ＡＥＣⅡｓ数量和分泌功能的增加，
其可能机制是与敲除 Ｂｒｇ１促进 ＥＧＦＲ／ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／
ＮＦκＢ信号通路激活，且促进增殖相关的周期蛋白
ＣｙｃｌｉｎＤ１表达相关。肺组织中 ＡＥＣⅡｓ数量和功能的

２６６ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（７）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



增加，可以使肺部能够及时修复损伤，防止外界病原侵

入，同时，其分泌的ＳＦＴＰＣ、ＳＦＴＰＡ、ＳＦＴＰＤ蛋白明显增
多可以改善肺部的顺应性及发挥免疫调节作用，为研

究和治疗肺纤维化、哮喘、急性肺损伤等呼吸系统的疾

病提供了新的靶点和方向，但其具体机制还有待进一

步的研究。
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