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Ａ５４９细胞氧糖剥夺／恢复模型中焦亡与凋亡的共享信号通路
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　　［摘要］　目的　研究氧糖剥夺／恢复（ｏｘｙｇｅｎｇｌｕｃｏｓｅｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ／ｒｅｃｏｖｅｒｙ，ＯＧＤ／Ｒ）对Ａ５４９肺泡上
皮细胞凋亡与焦亡的作用，并探讨二者之间的相互影响。方法　培养人肺泡 Ａ５４９细胞株，建立氧糖剥
夺／恢复细胞损伤模型，分为对照组（ｃｏｎｔｒｏｌ），氧糖剥夺／恢复组（ＯＧＤ／Ｒ），氧糖剥夺／恢复复合焦亡抑
制剂组（ＯＧＤ／Ｒ＋ＶＸ７６５），氧糖剥夺／恢复复合凋亡抑制剂组（ＯＧＤ／Ｒ＋ＦＭＫ），采用流式细胞术检测细
胞凋亡率，采用ＥＬＩＳＡ法测定培养细胞上清中焦亡标志物 ＩＬ１β、ＩＬ１８水平，采用 ＲＴｑＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ法测定细胞凋亡和焦亡关键分子的 ｍＲＮＡ与蛋白质表达水平。结果　与对照组比较，ＯＧＤ／Ｒ组
Ａ５４９细胞凋亡率升高［（３．６７±０．６４）与（１２．５７±１．９７），Ｐ＜０．０５］。与 ＯＧＤ／Ｒ组比较，ＯＧＤ／Ｒ＋ＶＸ７６５
组凋亡率降低［（５．９７±１．２８），Ｐ＜０．０５］；与对照组比较，ＯＧＤ／Ｒ组培养上清中焦亡标志物 ＩＬ１β、ＩＬ１８
水平升高［（７．８０±０．８０）ｎｇ／Ｌ、（７．９９±０．１１）ｎｇ／Ｌ与（１７．３５±０．４４）ｎｇ／Ｌ、（１８．０６±１．７３）ｎｇ／Ｌ，Ｐ＜０．０５］；
与ＯＧＤ／Ｒ组比较，ＯＧＤ／Ｒ＋ＦＭＫ组 ＩＬ１β、ＩＬ１８水平降低［（４．７２±０．５９）ｎｇ／Ｌ、（１０．２４±１．４２）ｎｇ／Ｌ，
Ｐ＜０．０５］；ＯＧＤ／Ｒ可刺激Ａ５４９细胞凋亡与焦亡关键分子的 ｍＲＮＡ和蛋白表达；与 ＯＧＤ／Ｒ组比较，
ＯＧＤ／Ｒ＋ＶＸ７６５组 ＢＩＤ的 ｍＲＮＡ和蛋白相对表达量降低［（１．７４±０．１４）、（１．２９±０．０９）ｖｓ（１．１２±
０．１８）、（１．０１±０．１０），Ｐ＜０．０５］，ＯＧＤ／Ｒ＋ＦＭＫ组 ＧＳＤＭＥ的 ｍＲＮＡ和蛋白相对表达量降低［（１．３５±
０．１０）、（１．２０±０．０６）ｖｓ（０．９４±０．０５）、（０．５２±０．０３），Ｐ＜０．０５］。结论　ＯＧＤ／Ｒ可同时引发Ａ５４９细胞
发生焦亡与凋亡，且细胞焦亡与凋亡存在共享信号通路；两种抑制剂均可同时抑制ＯＧＤ／Ｒ引起的Ａ５４９
细胞焦亡与凋亡。

　　［关键词］　 氧糖剥夺；细胞焦亡；细胞凋亡；Ａ５４９肺泡上皮细胞
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Ａ５４９ｃｅｌｌｓ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇ（ｃｓｔｃ２０２０ｊｃｙｊｍｓｘｍＸ０３５７）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＷＡＮＧＳｈｏｕｙｏｎｇ，Ｅｍａｉｌ：ｓａｕｌｗａｎｇ＠１２６．ｃｏｍ

　　体外循环相关性肺损伤是心脏直视手术常见而严
重的并发症，继发于肺缺血再灌注基础上的肺泡上皮

细胞损伤是其最典型的病理生理改变之一［１－３］。氧糖

剥夺／恢复（ｏｘｙｇｅｎｇｌｕｃｏｓｅｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ／ｒｅｃｏｖｅｒｙ，ＯＧＤ／
Ｒ）模型常用来在细胞水平上研究缺血再灌注损伤效
应。在离体细胞培养实验中，ＯＧＤ／Ｒ可引起细胞发生
焦亡和凋亡两种结局类似但过程完全独立的死亡过

程［４－５］。细胞焦亡由 Ｃａｓｐａｓｅ１、４、５介导，表现为细胞
膜通透性升高和细胞胀裂，伴随炎性细胞因子 ＩＬ１β、
ＩＬ１８显著升高和炎性细胞浸润［６－８］，是一种“燃烧式”

的细胞死亡，它常是细胞或机体为应对伤害性刺激或

清除入侵病原，保障机体渡过生存危机而采取的自救

性反应，但不适当的或过度的细胞焦亡却可能导致炎

症反应放大和组织损伤。而细胞凋亡则主要由

Ｃａｓｐａｓｅ３介导，表现为细胞向内塌陷、皱缩，常见于细
胞新陈代谢或生长发育中组织重塑等条件下，也可见

于伤害性刺激较轻的条件下，不伴随炎性细胞因子变

化和炎性细胞浸润［９－１０］，相对于细胞焦亡来看，是一种

“安静的”细胞死亡方式，对机体整体的影响较小。

Ａ５４９细胞来源于人肺癌上皮细胞，具有永生化和无限
增殖的能力，常用作研究肺泡上皮细胞功能及有关病

理生理机制的模式细胞。我们前期研究证实，ＯＧＤ／Ｒ
可引发 Ａ５４９细胞发生焦亡［１１］，但同一 ＯＧＤ／Ｒ条件
下，是否同时触发 Ａ５４９细胞凋亡，以及焦亡与凋亡的
平衡是否可被调节，以促使 Ａ５４９细胞以炎症反应较

轻的凋亡方式死亡，尚不清楚。本研究拟对此进行初

步探索。

１　材料与方法

１．１　材料和主要试剂
　　人Ａ５４９肺泡上皮细胞细胞株，由本单位中心实
验室保存。高糖ＤＭＥＭ培养基购自 Ｇｉｂｃｏ公司；无糖
ＤＭＥＭ培养基购自迈晨科技有限公司；胎牛血清购自
杭州四季青生物工程材料有限公司；ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／
ＰＩ流式凋亡检测试剂盒、人源细胞因子 ＩＬ１β、ＩＬ１８
ＥＬＩＳＡ试剂盒购自欣博盛生物科技有限公司；ＰＣＲ逆
转录试剂盒、购自 ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ有限公司；引物购
自上 海 生 工；ＶＸ７６５、ＺＤＥＶＤＦＭＫ 购 自 美 国
ＡＰＥｘＢＩＯ公司；全蛋白提取试剂盒、ＢＣＡ蛋白浓度测
量试剂盒购自江苏凯基生物技术股份有限公司；兔多

克隆抗体购自成都正能生物技术有限责任公司。

１．２　细胞培养及分组
　　冷冻保存的Ａ５４９细胞用３７℃水浴解冻，采用完
全培养基（含１０％胎牛血清的高糖 ＤＭＥＭ）培养传代，
每２天更换１次培养液，至生长密度达 ７０％～８０％时
分为以下几组：对照组（ｃｏｎｔｒｏｌ），氧糖剥夺／恢复组
（ＯＧＤ／Ｒ），氧糖剥夺／恢复复合焦亡抑制剂组（ＯＧＤ／
Ｒ＋ＶＸ７６５），氧糖剥夺／恢复复合凋亡抑制剂组
（ＯＧＤ／Ｒ＋ＺＤＥＶＤＦＭＫ，以下简称 ＯＧＤ／Ｒ＋ＦＭＫ）。
ＯＧＤ／Ｒ条件根据以前的研究确定［１１］，具体方法为：

０２１１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１１）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



ＯＧＤ／Ｒ组细胞更换无糖无血清培养基，在３７℃和１％
Ｏ２条件下处理６ｈ，然后更换完全培养基在３７℃、２１％
Ｏ２条件下继续培养 ６ｈ，该过程模拟临床条件下的缺
血再灌注过程。ＶＸ７６５终浓度为 ５０μｇ／ｍＬ，Ｚ
ＤＥＶＤＦＭＫ终浓度为６０μｇ／ｍＬ，均于 ＯＧＤ／Ｒ前加入
相应分组细胞中。对照组仅在平行时间点给予更换完

全培养基的操作，不实施ＯＧＤ／Ｒ处理。ＯＧＤ／Ｒ后分别
检测各组细胞凋亡及焦亡相关指标，根据检测结果分

析，本研究追加检测了各组细胞非经典凋亡及焦亡通路

中关键分子ＢＩＤ和ＧＳＤＭＥ的ｍＲＮＡ和蛋白表达。
１．３　流式细胞术检测Ａ５４９细胞凋亡水平
　　采用ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ双染法以流式细胞仪进
行检测，主要步骤如下：以完全培养基重悬细胞，调整

浓度为每毫升 ５×１０５个细胞，接种于 ６孔板，每孔
４ｍＬ，培养过夜。待细胞贴壁后，按照前述分组处理
细胞，然后弃去培养基，用ＰＢＳ清洗后，再用０．２５％胰
蛋白酶消化直至细胞完全脱落，收集细胞，以１０００×ｇ
离心５ｍｉｎ，弃去上清液，收集细胞，用 ＰＢＳ轻轻重悬
细胞并计数。取５～１０万个重悬的细胞，于 ４℃下以
１０００×ｇ离心５ｍｉｎ，弃去上清液，重复３次后，将细胞
重悬于ｂｉｎｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ２００μＬ中，依次加入 ＡｎｎｅｘｉｎＶ
ＦＩＴＣ和ＰＩ试剂各１０μＬ，轻轻混匀，于４℃下避光孵
育３０ｍｉｎ；再加入ｂｉｎｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ３００μＬ，用流式细胞仪
检测细胞总凋亡率。

１．４　ＥＬＩＳＡ法测定 Ａ５４９细胞上清液中 ＩＬ１β、ＩＬ１８
的水平

　　各组细胞培养结束后，收集上清液，４℃、１０００×ｇ
离心２０ｍｉｎ，吸取上清液，放入－８０℃冰箱备用，待全部
样本收集齐全后采用ＥＬＩＳＡ法测定上清液中ＩＬ１β和
ＩＬ１８的浓度，操作步骤按照试剂盒说明书进行，酶标仪
中读取４５０ｎｍ波长处的光密度值Ｄ（４５０），制作标准曲
线，并按照标准曲线计算样本中的ＩＬ１β、ＩＬ１８浓度。
１．５　ＲＴｑＰＣＲ检测 Ａ５４９细胞焦亡与凋亡相关分子

ｍＲＮＡ的表达
　　细胞培养结束后，采用ＴＲＩｚｏｌ法提取总ＲＮＡ：每培
养孔加入ＴＲＩｚｏｌ裂解液１ｍＬ，充分吹打混匀细胞，转移
至ＥＰ管，置冰上继续裂解１０ｍｉｎ。加入氯仿２００μＬ，
涡旋３０ｓ充分混匀，４℃、１４４００ｒ／ｍｉｎ，离心１０ｍｉｎ后
留取上层水相。加入等体积异丙醇，涡旋３０ｓ充分混
匀，４℃、１４４００ｒ／ｍｉｎ，离心１０ｍｉｎ，收集白色 ＲＮＡ沉
淀。按照逆转录试剂盒说明书步骤合成 ｃＤＮＡ，条件
为２５℃２ｍｉｎ，４２℃４５ｍｉｎ，８５℃２ｍｉｎ。采用实时荧
光定量 ＰＣＲ法测定 ｍＲＮＡ表达水平，反应条件为：

９５℃ １５ｍｉｎ；９５℃ １０ｓ、６０℃ ３２ｓ，共４０个循环，各
引物序列见表１，采用周期阈值法（２－△△Ｃｔ）分析目的基
因表达，以 βａｃｔｉｎ为内参照。

表１　基因扩增引物序列与片段长度

Ｎａｍｅ Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ Ｐｒｏｄｕｃｔ／ｂｐ

Ｃａｓｐａｓｅ１
上游：５′ＧＡＡＧＡＡＡＣＡＣＴＣＴＧＡＧＣＡＡＧＴＣ３′

下游：５′ＧＡＴＧＡＴＧＡＴＣＡＣＣＴＴＣＧＧＴＴＴＧ３′
１１２

ＮＬＲＰ３
上游：５′ＡＧＧＧＡＴＧＡＧＡＧＴＧＴＴＧＴＧＴＧＡＡＡＣＧ３′

下游：５′ＧＣＴＴＣＴＧＧＴＴＧＣＴＧＣＴＧＡＧＧＡＣ３′
１３１

ＡＳＣ
上游：５′ＣＴＣＡＡＧＡＡＧＴＴＣＡＡＧＣＴＧＡＡＧＣ３′

下游：５′ＴＡＧＧＴＣＴＣＣＡＧＧＴＡＧＡＡＧＣＴＧ３′
１３４

ＧＳＤＭＤ
上游：５′ＧＡＧＣＴＴＣＣＡＣＴＴＣＴＡＣＧＡＴＧＣＣＡＴＧ３′

下游：５′ＣＣＴＧＣＧＡＴＣＴＴＴＧＣＣＴＧＴＣＣＴＧ３′
８４

Ｃａｓｐａｓｅ３
上游：５′ＣＣＡＡＡＧＡＴＣＡＴＡＣＡＴＧＧＡＡＧＣＧ３′

下游：５′ＣＴＧＡＡＴＧＴＴＴＣＣＣＴＧＡＧＧＴＴＴＧ３′
１８５

ＢＣＬ２
上游：５′ＧＡＣＴＴＣＧＣＣＧＡＧＡＴＧＴＣＣＡＧ３′

下游：５′ＧＡＡＣＴＣＡＡＡＧＡＡＧＧＣＣＡＣＡＡＴＣ３′
１２９

ＢＡＸ
上游：５′ＣＧＡＡＣＴＧＧＡＣＡＧＴＡＡＣＡＴＧＧＡＧ３′

下游：５′ＣＡＧＴＴＴＧＣＴＧＧＣＡＡＡＧＴＡＧＡＡＡ３′
１５７

ＢＩＤ
上游：５′ＣＴＧＴＧＡＡＣＣＡＧＧＡＧＴＧＡＧＴＣ３′

下游：５′ＧＴＡＧＧＴＴＴＧＴＧＡＴＧＣＡＣＴＣＡＴＣ３′
１０１

ＧＳＤＭＥ
上游：５′ＴＴＴＧＣＡＴＴＣＡＴＡＧＡＣＡＴＧＣＣＡＧ３′

下游：５′ＧＴＴＣＡＴＣＡＴＣＡＡＡＴＡＧＧＡＣＣＧＣ３′
１８１

ＧＡＰＤＨ
上游：５′ＣＡＧＧＡＧＧＣＡＴＴＧＣＴＧＡＴＧＡＴ３′

下游：５′ＧＡＡＧＧＣＴＧＧＧＧＣＴＣＡＴＴＴ３′
１３８

１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ａ５４９细胞焦亡与凋亡相关蛋
白的表达

　　各组培养细胞处理结束后，采用 ＰＢＳ清洗，胰酶
消化，离心收集细胞沉淀，加入细胞裂解液和蛋白酶抑

制剂，提取总蛋白，ＢＣＡ法定量蛋白浓度。总蛋白样
品煮沸变性，取２０μｇ上样行十二烷基硫酸钠聚丙烯
酰胺凝胶（ＳＤＳＰＡＧＥ）电泳，分离总蛋白样品。电泳
条件为６０Ｖ、３０ｍｉｎ，１２０Ｖ、６０ｍｉｎ，电泳结束后２５０ｍＡ
条件下转膜 ２ｈ。ＰＶＤＦ膜用 ５％脱脂奶粉液封闭
９０ｍｉｎ，ＴＢＳＴ洗膜 ４次，每次 ５ｍｉｎ。加入特异性一
抗，４℃下摇床过夜孵育，再经 ＴＢＳＴ清洗 ３次，每次
５ｍｉｎ。最后加入辣根过氧化物酶标记的二抗，室温孵
育２ｈ，ＴＢＳＴ清洗３次，每次１０ｍｉｎ。以ＧＡＰＤＨ为内参，
ＥＣＬ曝光显影，采用ＢｉｏＲａｄｑｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件分析。
１．７　统计学分析
　　采用 ＳＰＳＳ２５．０统计软件进行分析，ＧｒａｐｈＰａｄ
Ｐｒｉｓｍ８．０软件绘图。本实验中均为计量资料，以 珋ｘ±ｓ
表示。两组间均数比较采用独立样本 ｔ检验，多组间
均数比较先采用单因素方差分析，然后采用 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ

１２１１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１１）



法进行两两比较，检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　Ａ５４９细胞总凋亡率的变化
　　对照组与ＯＧＤ／Ｒ组细胞总凋亡率分别为（３．６７±
０．６４）ｖｓ（１２．５７±１．９７），ＯＧＤ／Ｒ组细胞总凋亡率升高，
差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。经焦亡和凋亡抑制剂
处理后，ＯＧＤ／Ｒ＋ＶＸ７６５组、ＯＧＤ／Ｒ＋ＦＭＫ组总凋亡
率分别为（５．９７±１．２８）和（５．１７±０．７８），均较 ＯＧＤ／Ｒ
组下降，差异有统计学意义，见图１。
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图１　流式细胞术检测结果

２．２　Ａ５４９细胞培养上清中，焦亡标志物ＩＬ１β和ＩＬ１８
的变化

　　ＥＬＩＳＡ检测结果显示，ＯＧＤ／Ｒ组上清液中 ＩＬ１β
和ＩＬ１８的浓度与对照组比较，ＯＧＤ／Ｒ组升高，差异

具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；使用焦亡抑制剂 ＶＸ７６５
后，与ＯＧＤ／Ｒ组比较出现降低，差异具有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）；使用凋亡抑制剂 ＺＤＥＶＤＦＭＫ后，与
ＯＧＤ／Ｒ组比较也出现降低，差异具有统计学意义（Ｐ＜
０．０５，图２）。
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Ａ：ＩＬ１β；Ｂ：ＩＬ１８　１：对照组；２：ＯＧＤ／Ｒ组；３：ＯＧＤ／Ｒ＋

ＶＸ７６５组；４：ＯＧＤ／Ｒ＋ＦＭＫ组；ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；

ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＯＧＤ／Ｒ组比较

图２　Ａ５４９细胞上清液ＩＬ１β、ＩＬ１８表达量变化

２．３　Ａ５４９细胞凋亡关键分子 Ｃａｓｐａｓｅ３、ＢＡＸ和
ＢＣＬ２的ｍＲＮＡ和蛋白表达的变化

　　ＲＴｑＰＣＲ结果显示，ＯＧＤ／Ｒ组细胞凋亡相关分
子Ｃａｓｐａｓｅ３、ＢＡＸ和ＢＣＬ２的ｍＲＮＡ相对表达量与对
照组相比 Ｃａｓｐａｓｅ３和 ＢＡＸ表达升高，ＢＣＬ２表达降
低，ＢＣＬ２／ＢＡＸ比值降低，差异具有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）；使用凋亡抑制剂 ＺＤＥＶＤＦＭＫ后，Ｃａｓｐａｓｅ３、
ＢＡＸ和 ＢＣＬ２的 ｍＲＮＡ相对表达量与 ＯＧＤ／Ｒ组比
较，Ｃａｓｐａｓｅ３表达量降低，差异具有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）；使用焦亡抑制剂ＶＸ７６５后，Ｃａｓｐａｓｅ３、ＢＡＸ和
ＢＣＬ２的ｍＲＮＡ相对表达量与ＯＧＤ／Ｒ组比较，差异无
统计学意义（Ｐ＞０．０５，图３）。

!!"#$%

组
!"#$%&

'()

组
!"#$%&

*+!,-.

组

对照组

/012013 4

56+

5/78

89.

89:

;9.

;9:

:9.

:

<
%
=
6

表
达
水
平

0

0

0

>

!!"#$%

组
!"#$%&

'()

组
!"#$%&

*+!,-.

组

对照组

89:

;9.

;9:

:9.

:

蛋
白
相
对
表
达
量

/012013 4

?@30A3B!/012013 4

56+

5/78

0

0

0

0

>

>

>

/012013 4

（
48";:

4）
!

?@30A3B!/012013 4

（
;,";:

4）
!

56+

（
8;";:

4）
!

5/78

（
8-";:

4）
!

"6C#D

（
4,";:

4）
!

; 8 4 E

/

6

5

Ａ：ＲＴｑＰＣＲ检测结果；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｃ：半定量分析　１：对照组；２：ＯＧＤ／Ｒ组；３：ＯＧＤ／Ｒ＋ＶＸ７６５组；

４：ＯＧＤ／Ｒ＋ＦＭＫ组；ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＯＧＤ／Ｒ组比较

图３　Ａ５４９细胞凋亡关键分子的ｍＲＮＡ和蛋白表达情况
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　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，ＯＧＤ／Ｒ组凋亡关键
分子Ｃａｓｐａｓｅ３、ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３、ＢＡＸ和 ＢＣＬ２的蛋
白相对表达量与对照组相比 Ｃａｓｐａｓｅ３、ｃｌｅａｖｅｄ
Ｃａｓｐａｓｅ３、ＢＡＸ表达升高，ＢＣＬ２表达降低，ＢＣＬ／ＢＡＸ
比值降低，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；使用了凋
亡抑制剂 ＺＤＥＶＤＦＭＫ后上述关键分子的蛋白相对
表达量，与 ＯＧＤ／Ｒ组相比 Ｃａｓｐａｓｅ３、ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ
３表达下调，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；使用了
焦亡抑制剂ＶＸ７６５后，Ｃａｓｐａｓｅ３、ＢＡＸ和 ＢＣＬ２的蛋
白相对表达量与 ＯＧＤ／Ｒ组相比差异无统计学意义
（Ｐ＞０．０５），ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３较ＯＧＤ／Ｒ组相对表达量
有所降低，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图３）。
２．４　Ａ５４９细胞焦亡关键分子ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ１

和ＧＳＤＭＤ的ｍＲＮＡ和蛋白表达的变化
　　ＲＴｑＰＣＲ检测结果显示，ＯＧＤ／Ｒ组细胞焦亡相
关分子ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ１、ＧＳＤＭＤ的ｍＲＮＡ相对
表达量与对照组相比升高，差异具有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）；使用了焦亡抑制剂 ＶＸ７６５后上述分子的
ｍＲＮＡ相对表达量与 ＯＧＤ／Ｒ组相比出现下调，差异
具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；使用了凋亡抑制剂 Ｚ

ＤＥＶＤＦＭＫ后上述分子的ｍＲＮＡ相对表达量与ＯＧＤ／
Ｒ组相比差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５，图４）。
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，ＯＧＤ／Ｒ组焦亡关键
分子ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ１、ＧＳＤＭＤ的蛋白相对表达
量与对照组相比升高，差异具有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）；使用了焦亡抑制剂 ＶＸ７６５后上述关键分子的
蛋白相对表达量与 ＯＧＤ／Ｒ组相比出现下调，差异具
有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；使用了凋亡抑制剂ＺＤＥＶＤ
ＦＭＫ后上述关键分子相对表达量与ＯＧＤ／Ｒ组相比无
统计学意义（Ｐ＞０．０５，图４）。
２．５　非经典细胞凋亡及焦亡通路中关键分子 ＢＩＤ和

ＧＳＤＭＥ的ｍＲＮＡ和蛋白表达
　　ＲＴｑＰＣＲ检测结果显示，ＯＧＤ／Ｒ组 ＢＩＤ、ＧＳＤＭＥ
的ｍＲＮＡ相对表达量与对照组相比升高，差异具有统
计学意义（Ｐ＜０．０５）；使用了焦亡抑制剂 ＶＸ７６５后
ＢＩＤ、ＧＳＤＭＥ的ｍＲＮＡ相对表达量与ＯＧＤ／Ｒ组比较，
ＢＩＤ相对表达量降低，差异具有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）；使用了凋亡抑制剂 ＺＤＥＶＤＦＭＫ后 ＢＩＤ、
ＧＳＤＭＥ的 ｍＲＮＡ相对表达量与 ＯＧＤ／Ｒ组比较，
ＧＳＤＭＥ表达下调，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图５）。
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　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，ＯＧＤ／Ｒ组 ＢＩＤ、
ＧＳＤＭＥ的蛋白相对表达量与对照组相比升高，差异具
有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；使用了焦亡抑制剂 ＶＸ７６５
后ＢＩＤ、ＧＳＤＭＥ的蛋白相对表达量与ＯＧＤ／Ｒ组比较，
ＢＩＤ相对表达量降低，差异具有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）；使用了凋亡抑制剂 ＺＤＥＶＤＦＭＫ后 ＢＩＤ、
ＧＳＤＭＥ的蛋白相对表达量与 ＯＧＤ／Ｒ组比较，ＧＳＤＭＥ
下调，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图５）。

３　讨论

　　本研究再次证实当前 ＯＧＤ／Ｒ条件可引发 Ａ５４９
肺泡上皮细胞发生焦亡，且当前 ＯＧＤ／Ｒ条件还可同
时触发Ａ５４９细胞凋亡；凋亡和焦亡抑制剂对两种细
胞死亡方式存在交叉抑制效应，且并非通过 Ｃａｓｐａｓｅ３
和Ｃａｓｐａｓｅ１途径；补充实验结果显示 ＯＧＤ／Ｒ激活了
Ｃａｓｐａｓｅ１／ＢＩＤ和 Ｃａｓｐａｓｅ３／ＧＳＤＭＥ途径，提示 ＯＧＤ／
Ｒ引发的细胞焦亡与凋亡存在共享信号通路。
　　凋亡与焦亡是严重伤害性刺激下细胞两种截然不
同的程序性细胞死亡方式。前者表现为染色质固缩、

片段化以及细胞整体内陷，不伴有炎性细胞浸润和炎

症因子释放［９－１０］，后者则表现为细胞“胀裂”，胞膜通

透性升高，胞内物质漏出及炎性因子的释放，伴随强烈

炎症反应［６－８］。本研究发现，ＯＧＤ／Ｒ同时引发 Ａ５４９
细胞发生凋亡与焦亡，则二者之间是否存在调控可能

性，是否可以通过抑制其中一种，而导致死亡已不可避

免的细胞更多地向另一种方式转变，尤其是抑制焦亡

而促使细胞结局向凋亡转变，从而减轻炎症反应，是一

个值得关注的问题。

　　本研究发现，给予焦亡抑制剂 ＶＸ７６５处理后，焦
亡关键分子 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ１和 ＧＳＤＭＤ的
ｍＲＮＡ与蛋白表达均出现降低，培养上清中焦亡标志
蛋白 ＩＬ１β和 ＩＬ１８的浓度也出现降低，表明 ＯＧＤ／Ｒ
引起的细胞焦亡受到抑制。与此同时，流式细胞检测

发现细胞凋亡率也出现下降，提示焦亡抑制剂ＶＸ７６５
使细胞凋亡也受到了抑制，但凋亡关键分子Ｃａｓｐａｓｅ３、
ＢＡＸ和ＢＣＬ２的ｍＲＮＡ和蛋白表达并未受到影响，这
提示ＯＧＤ／Ｒ引起的细胞凋亡可能涉及Ｃａｓｐａｓｅ３之外
的非经典途径。有研究证实，焦亡关键分子 Ｃａｓｐａｓｅ１
活化后可通过切割 ＢＩＤ蛋白参与细胞凋亡的发生，在
ＢＩＤ基因敲除细胞中，激活Ｃａｓｐａｓｅ１可使细胞凋亡受
到显著抑制［１２－１４］。因此，本研究检测了 ＢＩＤ的 ｍＲＮＡ
和蛋白表达变化，结果显示ＯＧＤ／Ｒ后，Ａ５４９细胞ＢＩＤ
的ｍＲＮＡ和蛋白表达升高，且焦亡抑制剂 ＶＸ７６５（抑
制Ｃａｓｐａｓｅ１）对此有抑制作用，这提示 Ｃａｓｐａｓｅ１／ＢＩＤ
机制参与了ＯＧＤ／Ｒ引发的细胞凋亡。

　　本研究还发现，在给予凋亡抑制剂 ＺＤＥＶＤＦＭＫ
处理后，促凋亡关键分子Ｃａｓｐａｓｅ３、ＢＡＸ被抑制，抑凋
亡关键分子ＢＣＬ２的 ｍＲＮＡ和蛋白表达上调，细胞凋
亡率下降。与此同时，细胞焦亡也受到一定程度的抑

制，但细胞焦亡关键分子 Ｃａｓｐａｓｅ１、ＡＳＣ、ＮＬＲＰ３、
ＧＳＤＭＤ的ｍＲＮＡ与蛋白表达并未受到显著影响，这
提示 ＯＧＤ／Ｒ引起的细胞焦亡中可能涉及另外的机
制。细胞焦亡机制包括 Ｃａｓｐａｓｅ１依赖的经典途径与
Ｃａｓｐａｓｅ４、５依赖的非经典途径［６］，这些焦亡关键分子

活化后，水解细胞膜 ＧＳＤＭＤ蛋白导致膜孔形成和渗
漏，并同时促使ＩＬ１β、ＩＬ１８前体成熟并释放，标志细
胞焦亡的发生［１５－１６］。但近期有研究证实细胞焦亡还

存在通过Ｃａｓｐａｓｅ３水解胞膜ＧＳＤＭＥ蛋白而导致膜孔
形成的新机制［１７］。为此我们检测了Ａ５４９细胞在ＯＧＤ／
Ｒ条件下 ＧＳＤＭＥ的表达情况，结果显示，ＯＧＤ／Ｒ后
Ａ５４９细胞ＧＳＤＭＥ的ｍＲＮＡ和蛋白表达出现升高，且可
被Ｃａｓｅｐａｓｅ３抑制剂所抑制，这提示ＯＧＤ／Ｒ引起的细
胞焦亡中，包含Ｃａｓｅｐａｓｅ３／ＧＳＤＭＥ机制的参与。
　　本研究的目的在于通过 ＯＧＤ／Ｒ细胞模型来模拟
体外循环中肺泡上皮细胞的缺血再灌注，以进一步理

解体外循环相关性肺损伤的发生机制，并探讨抑焦亡

促凋亡以减轻炎症反应获得肺保护效应的可能性。肺

泡上皮细胞是呼吸膜的关键组成部分，也是肺缺血再

灌注损伤的关键靶点［１８］，并可继发引起肺泡表面活性

物质代谢障碍、基底膜毁损和炎性细胞浸润，若能以炎

症反应较轻的凋亡形式死亡，无疑有助于减轻缺血再

灌注所致的肺损伤。本研究发现，ＯＧＤ／Ｒ条件下
Ａ５４９细胞的 Ｃａｓｐａｓｅ１表达增加既可通过 ＡＳＣ、
ＮＬＲＰ３、ＧＳＤＭＤ途径引起细胞焦亡，也可通过 ＢＩＤ途
径引起细胞凋亡，还发现Ｃａｓｐａｓｅ３表达增加既可引起
细胞凋亡，也可通过 ＧＳＤＭＥ途径引起细胞焦亡，提示
ＯＧＤ／Ｒ引起的细胞焦亡与凋亡存在共享信号通路。
因此，凋亡与焦亡抑制剂对两种细胞死亡方式存在交

叉抑制现象，但本研究既未证实通过抑制细胞焦亡而

促使细胞向凋亡方向发展，也未证实抑制细胞凋亡而

促使焦亡发生。这提示上述抑焦亡促凋亡以减轻炎症

反应获得肺保护效应的可行性存疑，但是并未排除焦

亡和凋亡抑制剂在防治体外循环相关性肺损伤中的可

能性，尤其可以对二者联合应用进行进一步探索。

　　本研究尚存在一些不足，首先是当前 ＯＧＤ／Ｒ条
件与临床体外循环下肺泡上皮细胞实际缺血再灌注条

件并不完全吻合［１９］，其次是细胞焦亡与凋亡仅通过检

测分子标记来代表，进一步的实验中应该采取电镜并

结合基因调控等更准确的实验手段。此外，Ａ５４９细胞
虽广泛用作肺泡上皮模式细胞，但其生物学性状和功
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能与肺泡上皮细胞可能仍存在差异，进一步研究中应

考虑采用原代培养的肺泡上皮细胞。但是，本研究结

果为更好理解体外循环相关性肺损伤等缺血再灌注类

肺损伤的发生机制提供了一些新的线索，值得进一步

关注。

　　综上，氧糖剥夺／恢复可同时导致 Ａ５４９细胞发生
焦亡与凋亡，且细胞焦亡与凋亡存在共享信号通路；焦

亡与凋亡抑制剂均可同时抑制 ＯＧＤ／Ｒ引起的 Ａ５４９
细胞焦亡与凋亡。
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