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重组ＣＣ１６蛋白质抑制香烟烟雾提取物诱导人支气管上皮细胞衰老的初步研究
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　　［摘要］　目的　探讨重组人 ＣＣ１６蛋白质（ｒｈＣＣ１６）对香烟烟雾提取物（ｃｉｇａｒｅｔｔｅｓｍｏｋｅｅｘｔｒａｃｔ，
ＣＳＥ）诱导的人支气管上皮细胞（ｈｕｍａｎｂｒｏｎｃｈｉａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＨＢＥＣｓ）衰老的抑制作用及机制。
方法　ＣＣＫ８法检测ＣＳＥ（０％、１％、２．５％、５％、７．５％和１０％）及 ｒｈＣＣ１６（０、１０、１００、２５０和５００ｎｇ／ｍＬ）
对ＨＢＥＣｓ细胞活力的影响；β半乳糖苷酶染色试剂盒检测对照组、ＣＳＥ组以及 ＣＳＥ＋ｒｈＣＣ１６组细胞 β
半乳糖苷酶活性；实时荧光定量ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）检测各组细胞Ｐ１６、Ｐ２１ｍＲＮＡ表达水平；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
各组细胞Ｐ１６、Ｐ２１、ｐＰ５３、Ｐ３８、ｐＰ３８、ＥＲＫ１／２、ｐＥＲＫ１／２蛋白表达水平。结果　与对照组相比，５％
ＣＳＥ刺激细胞７２ｈ对ＨＢＥＣｓ细胞活力无显著影响；５００ｎｇ／ｍＬ及以下浓度ｒｈＣＣ１６对ＨＢＥＣｓ细胞活力
无显著影响；与对照组相比，５％ＣＳＥ刺激ＨＢＥＣｓ细胞７２ｈ致β半乳糖苷酶染色阳性细胞率明显升高
（Ｐ＜０．０５），且Ｐ１６和Ｐ２１蛋白和ｍＲＮＡ表达水平明显升高（Ｐ＜０．０５），ｐＰ５３、ｐＰ３８与 ｐＥＲＫ１／２蛋白
表达量显著增加（Ｐ＜０．０５）；与ＣＳＥ组相比，２５０ｎｇ／ｍＬｒｈＣＣ１６干预下，ＨＢＥＣｓ细胞β半乳糖苷酶染色
阳性细胞率显著下降（Ｐ＜０．０５），Ｐ１６和 Ｐ２１蛋白和 ｍＲＮＡ表达水平显著下降（Ｐ＜０．０５），ｐＰ５３、ｐｐ３８
和ｐＥＲＫ１／２的表达量降低（Ｐ＜０．０５）。结论　ｒｈＣＣ１６蛋白质抑制香烟烟雾诱导的 ＨＢＥＣｓ衰老，抑制
Ｐ３８ＭＡＰＫ和ＥＲＫ１／２信号通路可能是其作用机制。
　　［关键词］　细胞衰老；香烟烟雾提取物；ＣＣ１６蛋白质；Ｐ３８ＭＡＰＫ／ＥＲＫ１／２
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Ｅｍａｉｌ：ｐａｎｇｍｉｎ２００９＠１２６．ｃｏｍ

　　慢性阻塞性肺疾病（ｃｈｒｏｎｉｃｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅｐｕｌｍｏｎａｒｙ
ｄｉｓｅａｓｅ，ＣＯＰＤ）是一种常见的、可预防和可治疗的疾
病，被定义为１ｓ内用力呼气量与肺活量（ＦＥＶ１／ＦＶＣ）
比值的降低，其特征是由于肺通气异常引起呼吸道持

续性症状（咳嗽、咳痰、喘息等），而吸烟是 ＣＯＰＤ发生
的主要危险因素之一［１］。据世界卫生组织估计，

ＣＯＰＤ将成为２０３０年全球人群发病和死亡的第三大
疾病［２］。细胞衰老是指永久性的细胞周期阻滞，是

ＣＯＰＤ和特发性肺纤维化等慢性肺部疾病的重要驱动
机制［３－５］，且流行病学研究显示，ＣＯＰＤ随着年龄增加
其患病率也随之上升［６］，提示衰老在 ＣＯＰＤ发生发展
中具有重要作用。

　　Ｃｌｕｂ细胞分泌蛋白 １６（ＣＣ１６），也被称为 ＣＣ１０、
ＳＣＧＢ１Ａ１和子宫珠蛋白等，是一种主要由 Ｃｌｕｂ细胞
分泌的保护性蛋白质，具有肺组织特异性［７］，大约

８％～１４％和１７％～２７％的 Ｃｌｕｂ细胞分别定位于终末
细支气管和呼吸性细支气管［８］，且从支气管至终末支

气管Ｃｌｕｂ细胞的含量越来越高，而 Ｃｌｕｂ细胞是香烟
烟雾中有害物质攻击的主要细胞之一。有研究表明，

ＣＯＰＤ患者的血清和肺泡灌洗液ＣＣ１６水平降低，且气
道ＣＣ１６的表达量与气流受限的严重程度呈反比［９］。

ＬＡＵＣＨＯＣＯＮＴＲＥＲＡＳ等［１０］研究发现，ＣＣ１６基因缺
失小鼠导致肺部衰老表型加速，肺部炎症加剧，ＣＯＰＤ
样肺部病变增加，然而 ＣＣ１６增强策略用以减少 ＣＣ１６
缺乏个体的肺衰老的实验研究未见报道。鉴于给予

ＣＯＰＤ患者 ＣＣ１６蛋白质已成为一种潜在的治疗策
略［１１］，本研究拟采用香烟烟雾提取物（ｃｉｇａｒｅｔｔｅｓｍｏｋｅ
ｅｘｔｒａｃｔ，ＣＳＥ）刺激人支气管上皮细胞（ｈｕｍａｎｂｒｏｎｃｈｉａｌ
ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＨＢＥＣｓ）制备细胞衰老，给予重组人

ＣＣ１６蛋白质（ｒｈＣＣ１６）干预并检测其抗衰老作用及潜在
机理，以期揭示ＣＣ１６蛋白质新的生物学功能及其机制。

１　材料与方法

１．１　试剂与仪器
　　人肺支气管上皮细胞（ＨＢＥＣｓ）购自赛百慷（上
海）生物技术股份有限公司；ｒｈＣＣ１６蛋白质由本实验
室自主纯化保存［１２］；某牌香烟（烟气烟碱量：０．９ｍｇ，
焦油量：１０ｍｇ，烟气ＣＯ量：１１ｍｇ）购自云南玉溪卷烟
厂；四季青胎牛血清购自浙江天杭生物科技有限公司；

ＭＥＭ细胞培养基、ＣＣＫ８试剂盒、超敏 ＥＣＬ化学发光
液、ＨＲＰ羊抗兔 ＩｇＧ购自武汉博士德生物工程有限公
司；胰蛋白酶消化液、无血清细胞冻存液购自大连美仑

科技有限公司；逆转录试剂盒、实时荧光定量试剂盒、

预染蛋白Ｍａｒｋｅｒ购自北京聚合美生物科技有限公司；
衰老β半乳糖苷酶染色试剂盒购自武汉赛维尔生物
科技有限公司；４％多聚甲醛、ＴｒｉｔｏｎＸ１００购自北京索
莱宝科技有限公司；ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒、总
ＲＮＡ提取试剂盒购自北京赛文创新生物科技有限公
司；兔抗Ｐ１６多克隆抗体、兔抗 Ｐ２１多克隆抗体和兔
抗ｐＰ５３（Ｓｅｒ３３）多克隆抗体购自北京博奥森生物技
术有限公司；兔抗Ｐ３８多克隆抗体、兔抗ｐＰ３８多克隆
抗体、兔抗ＥＲＫ１／２多克隆抗体、兔抗 ｐＥＲＫ１／２多克
隆抗体购自ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ；兔抗 ＧＡＰＤＨ多
克隆抗体购自武汉三鹰生物技术有限公司。

Ａｌｐｈａ１８６０Ｓ紫外可见分光光度计（中国，上海谱元公
司），ＨＥＲＡＣＥＬＬ１５０ｉ二氧化碳培养箱（美国 Ｔｈｅｒｍｏ
ＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司），Ｑｕａｎｔｓｔｕｄｉｏ３实时荧光定量
ＰＣＲ仪（美国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司），Ｄ３０微量
核酸检测仪（德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司），Ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｍｐｌｅ凝胶
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成像系统（美国 ＡｌｐｈａｌｍａｇｅｒＭＩＮＩ公司），Ｔｓ２倒置荧
光显微镜（日本Ｎｉｋｏｎ公司）。
１．２　ＣＳＥ的制备
　　取１支去除海绵过滤嘴的香烟，点燃后用 ５０ｍＬ
注射器（内含 ２０ｍＬＭＥＭ培养基）重复等量地抽吸，
每次抽吸后快速水平摇晃注射器１０下，促进香烟烟雾
溶解于培养基，再进行下次抽吸，直至香烟燃烧完毕。

将收集到的烟雾全部溶于２０ｍＬＭＥＭ培养基中后调
整培养基ｐＨ至７．５，使用０．２２μｍ孔径的滤器过滤除
菌；使用Ａｌｐｈａ１８６０Ｓ分光计于３２０ｎｍ处测定光密度
值（１．３６±０．１２）时所得溶液即为１００％ＣＳＥ原液［１３］，

其余各浓度的ＣＳＥ均在此基础上用ＭＥＭ完全培养基
稀释制备。

１．３　ＣＣＫ８实验检测ＣＳＥ对细胞活力的影响
　　在 ９６孔板中接种 ＨＢＥＣｓ悬液（每孔 ３０００个／
１００μＬ），置于恒温细胞培养箱中培养２４ｈ；用完全培
养基稀释１００％ＣＳＥ原液，使其终浓度分别为０％（对
照组）、１％、２．５％、５％、７．５％、１０％，弃去原有培养基，
每孔加入不同浓度的 ＣＳＥ稀释液，每组设置 ６个复
孔，于恒温细胞培养箱中培养；分别于 ２４、４８、７２、９６、
１２０ｈ后，弃去含有各浓度ＣＳＥ溶液的培养基，每孔加
入１０μＬＣＣＫ８试剂以及９０μＬ完全培养基，将培养
板置于恒温细胞培养箱内孵育１ｈ；酶标仪检测各组细
胞在４５０ｎｍ处的光密度值。
１．４　ＣＣＫ８实验检测ｒｈＣＣ１６蛋白质对细胞活力的影响
　　在 ９６孔板中接种 ＨＢＥＣｓ悬液（每孔 ３０００个／
１００μＬ），置于恒温细胞培养箱中培养２４ｈ；弃去原培
养液，用含 ０（对照组）、１０、１００、２５０、５００ｎｇ／ｍＬ
ｒｈＣＣ１６蛋白质的完全培养基继续培养，每组设６个复
孔。分别于 ２４、４８、７２ｈ后弃去培养基，每孔加入
１０μＬＣＣＫ８试剂和 ９０μＬ完全培养基，置于恒温细
胞培养箱内孵育１ｈ；酶标仪检测各组细胞在 ４５０ｎｍ
处的光密度值。

１．５　细胞培养与处理
　　ＨＢＥＣｓ在含１０％胎牛血清的ＭＥＭ培养基中培养
（３７℃、５％ＣＯ２），每日观察细胞形态，待细胞融合度
达到８０％左右时消化、传代、计数，并根据实验需要在
６孔板中均匀接种细胞悬液（每孔３０万个／２ｍＬ），培
养板置于恒温细胞培养箱中预培养２４ｈ。待细胞贴壁
后，弃去原有培养基，ｒｈＣＣ１６干预孔加入 ２５０ｎｇ／ｍＬ
ｒｈＣＣ１６蛋白质，２ｈ后再加入终浓度为 ５％的 ＣＳＥ稀
释液继续培养。

１．６　ＲＮＡ提取和ＲＴｑＰＣＲ
　　按照试剂盒说明书提取各组细胞总 ＲＮＡ，以所提
取的 ＲＮＡ为模板进行逆转录获得 ｃＤＮＡ。ＰＣＲ反应

体系为１０ｎｇｃＤＮＡ，２×Ｍ５ＰＣＲ预混液１０μＬ，上、下游
引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）各０．５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ补足至２０μＬ。常
规ＰＣＲ扩增后得到 Ｃｔ值，采用 ２－ΔΔＣｔ计算各基因
ｍＲＮＡ的相对表达水平，并对结果进行统计学分析。
ΔΔＣｔ＝（实验组目的基因 Ｃｔ值实验组内参基因 Ｃｔ
值）（对照组目的基因Ｃｔ值对照组内参基因 Ｃｔ值）。
引物由北京中美泰和科技有限公司合成，实验所用引

物见表１。

表１　 ＰＣＲ引物序列

基因 引物序列（５′３′）
Ｐ１６ 上游：ＣＧＡＴＴＧＡＡＡＧＡＡＣＣＡＧＡＧＡＧＧ

下游：ＴＧＧＡＣＡＴＴＴＡＣＧＧＴＡＧＴＧＧＧ
Ｐ２１ 上游：ＴＧＧＡＣＣＴＧＴＣＡＣＴＧＴＣＴＴＧＴＡ

下游：ＡＴＴＡＧＧＧＣＴＴＣＣＴＣＴＴＧＧＡ

βａｃｔｉｎ 上游：ＣＡＴＧＴＡＣＧＴＴＧＣＴＡＴＣＣＡＧＧＣ
下游：ＣＴＣＣＴＴＡＡＴＧＴＣＡＣＧＣＡＣＧＡＴ

１．７　β半乳糖苷酶染色法检测细胞衰老
　　细胞干预结束后，吸除细胞培养液，ＰＢＳ洗涤细胞
２～３次，每孔细胞内加入１ｍＬβ半乳糖苷酶染色固定
液，室温固定２０ｍｉｎ，弃去固定液，ＰＢＳ洗涤３次，每孔
加入１ｍＬ染色工作液，并用封口膜封住６孔板，以防
止染色液蒸发影响染色效果，置于３７℃恒温培养箱过
夜孵育。高倍镜下随机选取５个视野观察细胞，拍照，
后续用ＩｍａｇｅＪ进行计数分析。
１．８　蛋白印迹法检测细胞的蛋白表达
　　使用ＳＤＳ蛋白裂解液提取各组细胞总蛋白，ＢＣＡ
法测定蛋白浓度后，取 ３０μｇ蛋白样品与 ５×ｌｏａｄｉｎｇ
ｂｕｆｆｅｒ以 ４∶１比例混合，放入恒温金属浴中 １００℃
３ｍｉｎ煮沸变性，室温 ６０００ｒ／ｍｉｎ离心 ３ｍｉｎ，进行
ＳＤＳＰＡＧＥ分离蛋白、转膜、５％脱脂奶粉封闭后，分别
与ＧＡＰＤＨ抗体（１∶５０００）、Ｐ１６抗体（１∶１０００）、Ｐ２１
抗体（１∶１０００）、ｐＰ５３抗体（１∶１０００）、Ｐ３８抗体
（１∶１０００）、ｐＰ３８抗体（１∶１０００）、ＥＲＫ１／２抗体
（１∶１０００）、ｐＥＲＫ１／２抗体（１∶１０００）于４℃ 摇床孵
育过夜；次日以 ＨＲＰＩｇＧ（１∶５０００）作为二抗，室温摇
床孵育１ｈ后进行ＥＣＬ曝光显影。采用 ＩｍａｇｅＪ软件
分析蛋白条带的灰度值，以ＧＡＰＤＨ为内参，以目的蛋
白条带的灰度值与ＧＡＰＤＨ条带灰度值的比值表示目
的蛋白表达水平；磷酸化蛋白条带灰度值与总蛋白条

带灰度值的比值表示磷酸化蛋白表达水平。

１．９　统计学方法
　　采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８．０统计软件对实验数据进
行分析，所有实验均进行３次重复，两组之间采用独立
样本ｔ检验进行比较，多组间比较采用单因素方差分
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析，Ｐ＜０．０５被认为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　５％ＣＳＥ作用７２ｈ成功诱导ＨＢＥＣｓ衰老
　　ＣＣＫ８结果显示（图 １），５％ ＣＳＥ浓度刺激细胞
７２ｈ对细胞活力无显著影响。β半乳糖苷酶染色结果
显示（图 ２Ａ，Ｂ），与对照组细胞相比，５％ ＣＳＥ刺激
７２ｈ，细胞β半乳糖苷酶活性更高，染色阳性细胞率显
著升高（Ｐ＜０．０１），故选用５％ＣＳＥ刺激细胞７２ｈ进行
后续实验。ｑＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验结果显示，ＣＳＥ
刺激可显著增加 Ｐ１６和 Ｐ２１ｍＲＮＡ和 Ｐ１６、Ｐ２１和
ｐＰ５３蛋白表达水平（图２Ｃ，Ｄ），这些结果均提示５％
ＣＳＥ作用７２ｈ成功诱导ＨＢＥＣｓ衰老。

２．２　ｒｈＣＣ１６有效抑制ＣＳＥ诱导的ＨＢＥＣｓ衰老
　　ＣＣＫ８检测结果显示，与对照组相比，ｒｈＣＣ１６作
用浓度在５００ｎｇ／ｍＬ及以下时，均不会影响ＨＢＥＣｓ的
活力（图３）。β半乳糖苷酶染色结果显示，与 ＣＳＥ组
相比，２５０ｎｇ／ｍＬｒｈＣＣ１６组细胞β半乳糖苷酶活性明
显降低，染色阳性细胞率显著下降（Ｐ＜０．０１，图 ４Ａ，
Ｂ），故选用 ２５０ｎｇ／ｍＬｒｈＣＣ１６干预细胞进行后续实
验。ｑＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验结果显示，与ＣＳＥ组相
比，ＣＣ１６组 Ｐ１６、Ｐ２１ｍＲＮＡ和 Ｐ１６、Ｐ２１和 ｐＰ５３蛋
白表达水平明显降低（Ｐ＜０．０１，图４Ｃ，Ｄ）。这些结果
表明２５０ｎｇ／ｍＬｒｈＣＣ１６可以有效抑制 ＣＳＥ诱导的
ＨＢＥＣｓ衰老。
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图２　５％ＣＳＥ诱导ＨＢＥＣｓ衰老的检测
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图４　ｒｈＣＣ１６抑制ＣＳＥ诱导的ＨＢＥＣｓ衰老
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细胞Ｐ３８、ＥＲＫ１／２、ｐＰ３８、ｐＥＲＫ１／２的蛋白表达水平；Ｂ、Ｃ：ｐｐ３８、ｐＥＲＫ的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果统
计分析；ａ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＣＳＥ组比较

图５　ｒｈＣＣ１６抑制ＣＳＥ激活的ｐ３８／ＥＲＫ信号通路

２．３　ｒｈＣＣ１６抑制ＣＳＥ激活的ｐ３８／ＥＲＫ信号通路
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，与对照组相比，ＣＳＥ组
ｐｐ３８与ｐＥＲＫ１／２蛋白表达量显著增加（Ｐ＜０．０５）；
与ＣＳＥ组相比，ｒｈＣＣ１６组 ｐｐ３８和 ｐＥＲＫ１／２的表达
量降低（Ｐ＜０．０５，图５）。

３　讨论

　　ＣＯＰＤ是世界上第二大最常见的呼吸系统疾病，
具有较高的发病率及死亡率，对其药物治疗的研究一

直备受重视。ＣＯＰＤ主要由吸烟引起，以慢性气道炎
症及持续性气流受限为主要特征，而细胞衰老在

ＣＯＰＤ发生发展中发挥重要作用［４］。细胞衰老被定义

为永久性的细胞周期阻滞，长期丧失增殖能力，但保持

正常的代谢活动和活力。细胞衰老发生的机制涉及自

噬受损、端粒缩短、线粒体功能障碍、营养感觉缺陷、表

观遗传的改变和干细胞衰竭等［１４］。细胞衰老发生时，

周期蛋白依赖的激酶抑制剂 ｐ１６ＩＮＫ４ａ被激活，进而导
致ｐ２１ＣＩＰ１的激活和细胞周期阻滞［１５－１６］。β半乳糖苷

４１４１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１２）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



酶在ｐＨ为 ６．０时会有较高的酶活性，半乳糖苷键在
衰老特异β半乳糖苷酶的催化下水解生成蓝色产物，
这一现象常被视为衰老标志［１７］。在 ＣＯＰＤ患者肺部
常有衰老的肺泡上皮细胞和肺内皮细胞聚集，并且长

时间持续暴露于香烟烟雾会增加气道上皮细胞的衰老

标记物［１８－２０］，提示香烟烟雾诱导的细胞衰老参与了

ＣＯＰＤ的发生发展。
　　课题组前期研究发现，ｒｈＣＣ１６可以抑制ＣＳＥ诱导
的ＨＢＥＣｓ炎症反应［１２］，且 ｒＣＣ１６可以减缓香烟烟雾
诱导的ＣＯＰＤ模型小鼠的肺部炎症［２１］，提示其可以作

为ＣＯＰＤ治疗的潜在生物制剂，然而其是否可以通过
抑制细胞衰老发挥抗ＣＯＰＤ作用还未有报道。本研究
用５％ＣＳＥ作用７２ｈ制备ＨＢＥＣｓ细胞衰老模型，在不
影响细胞活力情形下检测其衰老标志物的表达，发现

５％ＣＳＥ增加β半乳糖苷酶活性，且 Ｐ１６和 Ｐ２１表达
量也升高；ｒｈＣＣ１６蛋白质干预后，β半乳糖苷酶活性
降低，Ｐ１６和Ｐ２１表达量亦下降。这些结果提示 ＣＳＥ
能够成功诱导 ＨＢＥＣｓ衰老，而 ｒｈＣＣ１６蛋白质可有效
抑制其衰老。

　　香烟烟雾诱导 ＣＯＰＤ的发病机制复杂，涉及许多
信号级联的改变，包 括 丝 裂 原 活 化 蛋 白 激 酶

（ＭＡＰＫｓ）［２２］。ＭＡＰＫｓ属于丝蛋白／苏氨酸激酶家族，
包括：ｐ３８ＭＡＰＫ、ＥＲＫ１／２和 ＪＮＫ３个成员［２３］。肿瘤

坏死因子 ＴＮＦα激活 ＭＡＰＫ信号通路，促进小鼠
Ｍüｌｌｅｒ细胞增殖［２４］；核糖体蛋白 ＲＰＬ５通过激活
ＭＡＰＫ／ＥＲＫ信号通路促进结肠癌细胞增殖和迁
移［２５］。而在其他环境下，ＭＡＰＫｓ激活后促进 ｐ１６、
ｐ２１、ＩＬ６、ＩＬ８等分子的表达，从而引发细胞衰老和炎
症反应。ｐ３８ＭＡＰＫ的激活能在衰老的细胞中诱导衰
老分泌表型（ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｓｅｃｒｅｔｏｒｙｐｈｅｎｏｔｙｐｅ，
ＳＡＳＰ）的产生，ＥＲＫ磷酸化加速纤维细胞的衰
老［２６－２７］。ＭＡＰＫｓ对细胞增殖调节的双向性可能依赖
于不同的细胞类型及不同环的境刺激。本研究结果显

示ＣＳＥ刺激增加ＨＢＥＣｓ中ｐ３８ＭＡＰＫ和ＥＲＫ磷酸化
水平，ｒｒｈＣＣ１６可以降低 ＣＳＥ引起 ＨＢＥＣｓ中 ｐＰ３８和
ｐＥＲＫ１／２的表达水平。而动物实验亦表明ｒｈＣＣ１６可
以减轻ＣＯＰＤ小鼠肺组织衰老，改善 ＣＯＰＤ模型小鼠
肺功能，这一作用可能是通过 Ｐ３８ＭＡＰＫ／ＥＲＫ１／２信
号通路实现的［２８］。

　　有研究显示，ＣＣ１６蛋白质可以与细胞膜上 α４β１
整合素结合，通过配体／受体方式发挥 ＣＣ１６蛋白在阻
塞性肺疾病中的抗炎和抗氧化作用［２９］。而在肺癌组

织微环境中，肿瘤相关成纤维细胞分泌的血管细胞粘

附分子１（ｖａｓｃｕａｌｃｅｌｌａｄｈｅｓｉｏｎｍｏｌｅｃｕｌｅ１，ＶＣＡＭ１）
通过肺癌细胞膜上α４β１整合素激活ＭＡＰＫ信号通路

促进肺癌细胞增殖和侵袭［３０］。因此，我们推测

ｒｈＣＣ１６通过其膜受体 α４β１整合素ＭＡＰＫｓ的介导发
挥其抗衰老作用。综上，本研究表明ｒｈＣＣ１６减缓ＣＳＥ
诱导的 ＨＢＥＣｓ细胞衰老，可能是通过抑制 Ｐ３８
ＭＡＰＫ／ＥＲＫ１／２信号通路实现的。本研究丰富了
ＣＣ１６蛋白质的功能研究，并为 ｒｈＣＣ１６作为干预
ＣＯＰＤ的潜在应用提供了实验支持。
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［１３］廖科，陈亚娟，赵绿翠，等．烟草烟雾提取物通过 ＴＧＦ
β１／Ｓｍａｄ２通路诱导ＲＬＥ６ＴＮ细胞凋亡［Ｊ］．第三军医大
学学报，２０１５，３７（１４）：１４１２－１４１６．ＤＯＩ：１０．１６０１６／ｊ．
１０００５４０４．２０１４１１１９５．
ＬＩＡＯＫ，ＣＨＥＮＹＪ，ＺＨＡＯＬＣ，ｅｔａｌ．Ｃｉｇａｒｅｔｔｅｓｍｏｋｅ
ｅｘｔｒａｃｔｉｎｄｕｃｅｓａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＲＬＥ６ＴＮｃｅｌｌｓｖｉａＴＧＦβ１／
Ｓｍａｄ２ｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．ＪＴｈｉｒｄＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１５，３７（１４）：
１４１２１４１６．ＤＯＩ：１０．１６０１６／ｊ．１０００５４０４．２０１４１１１９５．

［１４］ＬＯＰＥＺＯＴＩＮＣ，ＢＬＡＳＣＯＭＡ，ＰＡＲＴＲＩＤＧＥＬ，ｅｔａｌ．
Ｔｈｅｈａｌｌｍａｒｋｓｏｆａｇｉｎｇ［Ｊ］．Ｃｅｌｌ，２０１３，１５３（６）：１１９４－
１２１７．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｃｅｌｌ．２０１３．０５．０３９．

［１５］ＭＵＮＯＺＥＳＰＩＮＤ，ＳＥＲＲＡＮＯ Ｍ．Ｃｅｌｌｕｌａｒｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ：
ｆｒｏｍｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ［Ｊ］．ＮａｔＲｅｖＭｏｌＣｅｌｌＢｉｏｌ，
２０１４，１５（７）：４８２－４９６．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｎｒｍ３８２３．

［１６］ＶＡＮＤＥＵＲＳＥＮＪＭ．Ｔｈｅｒｏｌｅｏｆｓｅｎｅｓｃｅｎｔｃｅｌｌｓｉｎａｇｅｉｎｇ
［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ，２０１４，５０９（７５０１）：４３９４４６．ＤＯＩ：１０．
１０３８／ｎａｔｕｒｅ１３１９３．

［１７］ＩＴＡＨＡＮＡＫ，ＣＡＭＰＩＳＩＪ，ＤＩＭＲＩＧＰ．Ｍｅｔｈｏｄｓｔｏｄｅｔｅｃｔ
ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓｏｆｃｅｌｌｕｌａｒｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ：ｔｈｅｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｂｅｔａｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅａｓｓａｙ［Ｊ］．ＭｅｔｈｏｄｓＭｏｌＢｉｏｌ，２００７，３７１：
２１－３１．ＤＯＩ：１０．１００７／９７８１５９７４５３６１５＿３．

［１８］ＴＳＵＪＩＴ，ＡＯＳＨＩＢＡＫ，ＮＡＧＡＩＡ．Ａｌｖｅｏｌａｒｃｅｌｌｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ
ｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｐｕｌｍｏｎａｒｙｅｍｐｈｙｓｅｍａ［Ｊ］．ＡｍＪＲｅｓｐｉｒ
ＣｒｉｔＣａｒｅＭｅｄ，２００６，１７４（８）：８８６－８９３．ＤＯＩ：１０．１１６４／
ｒｃｃｍ．２００５０９１３７４ＯＣ．

［１９］ＡＭＳＥＬＬＥＭ Ｖ，ＧＡＲＹＢＯＢＯ Ｇ，ＭＡＲＣＯＳＥ，ｅｔａｌ．
Ｔｅｌｏｍｅｒｅｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ｃａｕｓｅｓｓｕｓｔａｉｎｅｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｉｎ
ｃｈｒｏｎｉｃｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅｐｕｌｍｏｎａｒｙｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．ＡｍＪＲｅｓｐｉｒＣｒｉｔ
ＣａｒｅＭｅｄ，２０１１，１８４（１２）：１３５８－１３６６．ＤＯＩ：１０．１１６４／
ｒｃｃｍ．２０１１０５０８０２ＯＣ．

［２０］ＲＵＴＴＥＮＥＰＡ，ＧＯＰＡＬＰ，ＷＯＵＴＥＲＳＥＦＭ，ｅｔａｌ．
Ｖａｒｉｏｕｓｍｅｃｈａｎｉｓｔｉｃｐａｔｈｗａｙｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇｔｈｅａｇｉｎｇｐｒｏｃｅｓｓ
ａｒｅａｌｔｅｒｅｄｉｎＣＯＰＤ［Ｊ］．Ｃｈｅｓｔ，２０１６，１４９（１）：５３－６１．
ＤＯＩ：１０．１３７８／ｃｈｅｓｔ．１５０６４５．

［２１］ＰＡＮＧＭ，ＬＩＵＨＹ，ＬＩＴ，ｅｔａｌ．Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｃｌｕｂｃｅｌｌ
ｐｒｏｔｅｉｎ１６（ＣＣ１６）ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓｃｉｇａｒｅｔｔｅｓｍｏｋｅｉｎｄｕｃｅｄｌｕｎｇ

ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎｉｎａｍｕｒｉｎｅｄｉｓｅａｓｅｍｏｄｅｌｏｆＣＯＰＤ［Ｊ］．Ｍｏｌ
ＭｅｄＲｅｐ，２０１８，１８（２）：２１９８－２２０６．ＤＯＩ：１０．３８９２／
ｍｍｒ．２０１８．９２１６．

［２２］ＢＡＮＥＲＪＥＥＡ，ＫＯＺＩＯＬＷＨＩＴＥＣ，ＰＡＮＥＴＴＩＥＲＩＲ．ｐ３８
ＭＡＰＫｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ，ＩＫＫ２ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ，ａｎｄＴＮＦαｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｉｎ
ＣＯＰＤ［Ｊ］．ＣｕｒｒＯｐｉｎＰｈａｒｍａｃｏｌ，２０１２，１２（３）：２８７－
２９２．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｃｏｐｈ．２０１２．０１．０１６．

［２３］ＨＥＲＲＡＮＺＮ，ＧＡＬＬＡＧＥＳ，ＭＥＬＬＯＮＥＭ，ｅｔａｌ．ｍＴＯＲ
ｒｅｇｕｌａｔｅｓＭＡＰＫＡＰＫ２ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎｔｏｃｏｎｔｒｏｌｔｈｅｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｓｅｃｒｅｔｏｒｙｐｈｅｎｏｔｙｐｅ［Ｊ］．ＮａｔＣｅｌｌＢｉｏｌ，２０１５，１７
（９）：１２０５－１２１７．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｎｃｂ３２２５．

［２４］ＮＩＵＬＬ，ＦＡＮＧＹ，ＹＡＯＸＱ，ｅｔａｌ．ＴＮＦαａｃｔｉｖａｔｅｓ
ＭＡＰＫａｎｄＪａｋＳｔａｔｐａｔｈｗａｙｓｔｏｐｒｏｍｏｔｅｍｏｕｓｅＭüｌｌｅｒｃｅｌｌ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＥｘｐＥｙｅＲｅｓ，２０２１，２０２：１０８３５３．ＤＯＩ：
１０．１０１６／ｊ．ｅｘｅｒ．２０２０．１０８３５３．

［２５］ＺＨＡＮＧＨＨ，ＬＩＵＪＬ，ＤＡＮＧＱＱ，ｅｔａｌ．Ｒｉｂｏｓｏｍａｌ
ｐｒｏｔｅｉｎＲＰＬ５ｒｅｇｕｌａｔｅｓｃｏｌｏｎｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄ
ｍｉｇｒａｔｉｏｎｔｈｒｏｕｇｈＭＡＰＫ／ＥＲＫｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．ＢＭＣ
ＭｏｌＣｅｌｌＢｉｏｌ，２０２２，２３（１）：４８．ＤＯＩ：１０．１１８６／ｓ１２８６０
０２２００４４８ｚ．

［２６］ＤＥＢＡＣＱＣＨＡＩＮＩＡＵＸ Ｆ，ＢＯＩＬＡＮ Ｅ，ＤＥＤＥＳＳＵＳＬＥ
ＭＯＵＴＩＥＲＪ，ｅｔａｌ．ｐ３８（ＭＡＰＫ）ｉｎｔｈｅｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅｏｆ
ｈｕｍａｎａｎｄｍｕｒｉｎｅｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ［Ｊ］．ＡｄｖＥｘｐＭｅｄＢｉｏｌ，
２０１０，６９４：１２６－１３７．ＤＯＩ：１０．１００７／９７８１４４１９７００２２＿１０．

［２７］ＤＥＳＣＨＥ?ＮＥＳＳＩＭＡＲＤＸ，ＧＡＵＭＯＮＴＬＥＣＬＥＲＣＭ Ｆ，
ＢＯＵＲＤＥＡＵＶ，ｅｔａｌ．Ｔｕｍｏｒｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｔｈｅ
ＥＲＫ／ＭＡＰＫ ｐａｔｈｗａｙ ｂｙ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＧｅｎｅｓＤｅｖ，２０１３，２７（８）：９００－９１５．
ＤＯＩ：１０．１１０１／ｇａｄ．２０３９８４．１１２．

［２８］郭民，李婷，杨晓雪，等．重组人ＣＣ１６蛋白改善慢性阻
塞性肺疾病模型小鼠肺功能及其机制［Ｊ］．中国病理生
理杂志，２０２３，３９（１０）：１７８９－１７９５．ＤＯＩ：１０．３９６９／ｊ．
ｉｓｓｎ．１０００４７１８．２０２３．１０．００８．
ＧＵＯＭ，ＬＩＴ，ＹＡＮＧＸＸ，ｅｔａｌ．Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｈｕｍａｎ
ＣＣ１６ｐｒｏｔｅｉｎｉｍｐｒｏｖｅｓｌｕｎｇｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎｃｈｒｏｎｉｃｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅ
ｐｕｌｍｏｎａｒｙｄｉｓｅａｓｅｍｉｃｅａｎｄｉｔｓｍｅｃｈａｎｉｓｍ［Ｊ］．ＣｈｉｎＪ
Ｐａｔｈｏｐｈｙｓｉｏｌ，２０２３，３９（１０）：１７８９－１７９５．ＤＯＩ：１０．３９６９／
ｊ．ｉｓｓｎ．１０００４７１８．２０２３．１０．００８．

［２９］ＪＯＨＮＳＯＮＭＤＬ，ＹＯＵＮＩＳＵＳ，ＭＥＮＧＨＡＮＩＳＶ，ｅｔａｌ．
ＣＣ１６ｂｉｎｄｉｎｇｔｏα４β１ｉｎｔｅｇｒｉｎｐｒｏｔｅｃｔｓａｇａｉｎｓｔＭｙｃｏｐｌａｓｍａ
ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅｉｎｆｅｃｔｉｏｎ［Ｊ］．Ａｍ ＪＲｅｓｐｉｒＣｒｉｔＣａｒｅＭｅｄ，
２０２１，２０３（１１）：１４１０－１４１８．ＤＯＩ：１０．１１６４／ｒｃｃｍ．
２０２００６２５７６ＯＣ．

［３０］ＺＨＯＵＺ，ＺＨＯＵＱ，ＷＵＸ，ｅｔａｌ．ＶＣＡＭ１ｓｅｃｒｅｔｅｄｆｒｏｍ
ｃａｎｃｅｒａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ ｅｎｈａｎｃｅｓ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ
ｉｎｖａｓｉｏｎｏｆｌｕｎｇｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｔｈｒｏｕｇｈＡＫＴａｎｄＭＡＰＫ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＬｅｔｔ，２０２０，４７３：６２－７３．ＤＯＩ：１０．
１０１６／ｊ．ｃａｎｌｅｔ．２０１９．１２．０３９．

（收稿：２０２３０９２４；修回：２０２３１２０６）

（编辑　张　维）
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