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熊浚智１，余　华１，王兴敏１，何晓梅１，代　黔１，邱　静２　　４０００３７重庆，陆军军医大学（第三军医大学）第二附属
医院：临床医学研究中心１，药剂科２

　　［摘要］　目的　探究Ⅲ型分泌型系统（ｔｙｐｅｔｈｒｅｅｓｅｃｒｅｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ，Ｔ３ＳＳ）在调控铜绿假单胞菌
（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ，ＰＡ）侵袭肺上皮细胞中的作用及具体机制。方法　采用 ＰＡ菌株感染人非小
细胞肺癌Ａ５４９细胞，分为未处理组、ＰＡＯ１（ＰＡ实验室标准菌株）组、△ｅｘｓＡ（缺失与Ｔ３ＳＳ转录激活相关
的基因ｅｘｓＡ）组、△ｐｓｃＪ（缺失与 Ｔ３ＳＳ蛋白分泌相关基因 ｐｓｃＪ）组和 ＰＡＯ１Ｅ（经 ＥＧＴＡ诱导后高表达
Ｔ３ＳＳ基因）感染组。采用 Ｕ０１２６抑制 Ａ５４９细胞 ＥＲＫ活性或通过 ａｐｏｃｙｎｉｎ（ＡＰＯ）／ＮａｃｅｔｙｌＬｃｙｓｔｅｉｎｅ
（ＮＡＣ）抑制Ａ５４９细胞活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）产生并随后感染ＰＡＯ１或ＰＡＯ１Ｅ菌株，分
为未处理组、ＰＡＯ１或ＰＡＯ１Ｅ感染组、抑制剂处理组，以及抑制剂联合ＰＡＯ１或ＰＡＯ１Ｅ感染组。选用
庆大霉素杀伤胞外细菌并将细胞裂解液倍比稀释后涂布 ＰＡ筛选平板，通过计数菌落形成单位
（ＣＦＵｓ），明确ＰＡ感染后细胞内的细菌量；通过荧光探针标记以及流式细胞术检测感染后细胞内 ＲＯＳ
水平；通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测感染后 ＥＲＫ通路的活化情况。结果　与 ＰＡＯ１感染组相比，△ｅｘｓＡ和
△ｐｓｃＪ感染组的细胞内细菌量减少（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），且伴随 ＲＯＳ产生减少（Ｐ＜０．０１），而 ＰＡＯ１Ｅ感
染组则呈现相反趋势（Ｐ＜０．０１）。ＰＡＯ１或ＰＡＯ１Ｅ感染联合ＡＰＯ／ＮＡＣ处理组的细胞内细菌量明显低
于ＰＡＯ１或ＰＡＯ１Ｅ感染组（Ｐ＜０．０１）。相较ＰＡＯ１感染组，△ｅｘｓＡ和△ｐｓｃＪ感染组的ＥＲＫ磷酸化水平
增加（Ｐ＜０．０１），而ＰＡＯ１Ｅ感染组的 ＥＲＫ磷酸化降低（Ｐ＜０．０１）。与 ＰＡＯ１感染组相比，ＰＡＯ１联合
Ｕ０１２６处理组的细胞 ＥＲＫ磷酸化水平降低，伴随 ＲＯＳ产生以及细胞内细菌量增加（Ｐ＜０．０１）。
结论　Ｔ３ＳＳ介导ＥＲＫ通路抑制可通过促进肺上皮细胞ＲＯＳ产生，增加ＰＡ对肺上皮细胞侵袭。
　　［关键词］　铜绿假单胞菌；Ⅲ型分泌型系统；ＥＲＫ／ＲＯＳ信号通路；ＰＡ对肺上皮细胞的侵袭
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　　铜绿假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ，ＰＡ）是引
起医院内获得性感染常见的 Ｇ－条件致病菌。患有严
重基础疾病、免疫功能低下、手术介入或肺囊性纤维化

患者尤易感染［１］。长期抗生素治疗极易诱发 ＰＡ耐
药，而多重耐药、泛耐药菌株的出现，大大加剧了 ＰＡ
感染的防治难度［２］。尽管ＰＡ被广泛认为是一种胞外
菌，但实际上其同样可侵袭并长期定植于被感染的角

膜、支气管和肺等上皮细胞内部［３］。ＰＡ侵袭并定植
于上皮细胞内可逃逸部分抗生素的杀伤以及免疫细胞

的清除，这也是导致 ＰＡ持续性感染及感染复发的关
键因素之一。Ⅲ型分泌型系统（ｔｙｐｅｔｈｒｅｅｓｅｃｒｅｔｉｏｎ
ｓｙｓｔｅｍ，Ｔ３ＳＳ）是与ＰＡ急性感染密切相关的毒力调控
系统，可通过复杂的针状分泌装置，将毒性效应蛋白

（如ＥｘｏＳ／ＥｘｏＴ／ＥｘｏＹ／ＥｘｏＵ）直接注入真核宿主细胞
内致病。研究发现，Ｔ３ＳＳ与 ＰＡ侵袭及定植上皮细胞
密切相关。ＫＲＯＫＥＮ等［４］报道，Ｃａｓｐａｓｅ４介导炎性小
体活化是上皮细胞抵抗胞内 ＰＡ感染的关键防御机
制。然而，ＥｘｏＳ可通过抑制 Ｃａｓｐａｓｅ４介导的炎性小
体活化，干扰上皮细胞对入侵ＰＡ的清除，以利于细菌
在胞内的复制。此外，有研究指出，ＥｘｏＳ具有 ＡＤＰ核
糖基转移酶活性，可通过抑制 ＥｘｏＳ和 ＥｘｏＴ的 Ｒｈｏ
ＧＡＰ功能域介导的抗吞噬作用，促进 ＰＡ侵袭上皮细
胞［５］。尽管Ｔ３ＳＳ调控 ＰＡ侵袭上皮细胞的机制已有
部分揭示，然而 Ｔ３ＳＳ结构复杂，调控元件众多，致病
环节多样，其相关研究仍有待进一步深入。因此，本研

究利用ｅｘｓＡ（编码 Ｔ３ＳＳ激活关键转录因子 ＥｘｓＡ）［６］、

ｐｓｃＪ（Ｔ３ＳＳ蛋白分泌相关）［７］基因敲除菌株以及 Ｔ３ＳＳ
基因高表达菌株，进一步探究Ｔ３ＳＳ调控 ＰＡ侵袭肺上
皮细胞的潜在机制，相关研究可为 ＰＡ感染的防治提
供新思路。

１　材料与方法

１．１　菌株和细胞
　　ＰＡ实验室标准菌株 ＰＡＯ１保存于陆军军医大学
第二附属医院临床医学研究中心实验室。ＰＡＯ１基因
敲除菌株△ｅｘｓＡ和△ｐｓｃＪ为前期实验构建［８］。人非小

细胞肺癌 Ａ５４９细胞购自武汉普诺赛生物科技有限
公司。

１．２　主要试剂
　　小鼠胎牛血清（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ；ＣＡＴ＃
Ｅ５１０００２）和ＤＭＥＭ（ＣＡＴ＃Ｅ６００００３）购自中国生工生
物工程（上海）有限公司；胰酶（ＣＡＴ＃２５３０００５４）购自
美国Ｈｙｃｌｏｎｅ公司；ＰＡ筛选平板（ＣＡＴ＃ＨＢ５１８３）购自
中国海博生物公司；乙二醇双（２氨基乙基醚）四乙酸
（ｇｌｙｃｏｌｅｔｈｅｒｄｉａｍｉｎｅｔｅｔｒａａｃｅｔｉｃａｃｉｄ，ＥＧＴＡ；ＣＡＴ＃
Ａ６０００７７）购自中国生工生物工程（上海）有限公司；
ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ（ＣＡＴ＃９１０９）、反转录试剂盒（ＣＡＴ＃
ＲＲ０４７Ａ）和荧光定量ＰＣＲ试剂盒（ＣＡＴ＃ＲＲ８２０Ａ）购
自中国宝生物工程（大连）有限公司；细菌核酸荧光染

料ＳＹＴＯ９（ＣＡＴ＃Ｓ３４８５４）购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；
ＲＯＳ清除剂 ＮＡＣ（ＮａｃｅｔｙｌＬｃｙｓｔｅｉｎｅ；ＣＡＴ＃ＨＹ
Ｂ０２１５）、ＮＡＤＰＨ氧化酶（ｒｅｄｕｃｅｄｎｉｃｏｔｉｎａｍｉｄｅａｄｅｎｉｎｅ

４９４２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（２２）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



ｄｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｈｏｓｐｈａｔｅｏｘｉｄａｓｅ，Ｎｏｘ）抑制剂香草乙酮
（ａｐｏｃｙｎｉｎ，ＡＰＯ；ＣＡＴ＃ＨＹＮ００８８）以及ＲＯＳ检测荧光
探针２′，７′二氯二氢荧光素二乙酸酯（Ｈ２ＤＣＦＤＡ；ＣＡＴ
＃ＨＹＤ０９４０）购自美国ＭＣＥ公司；ＥＲＫ抑制剂 Ｕ０１２６
（ＣＡＴ＃Ｓ１１０２）购自美国 Ｓｅｌｌｅｃｋ公司；ＢＣＡ蛋白定量
试剂盒（ＣＡＴ＃Ｐ００１２Ｓ）和 Ｗｅｓｔｅｒｎ及 ＩＰ细胞裂解液
（ＣＡＴ＃Ｐ００１３）购自中国碧云天生物技术有限公司；兔
抗ＥＲＫ抗体（ＣＡＴ＃４６９５）和兔抗磷酸化的 ＥＲＫ抗体
（ｐＥＲＫ；ＣＡＴ＃４３７０）购自美国 ＣＳＴ公司；兔抗
ＧＡＰＤＨ内参抗体（ＣＡＴ＃１０４９４１ＡＰ）购自中国武汉
三鹰生物技术有限公司；辣根过氧化物酶（ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈ
ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＨＲＰ）标记的羊抗兔（ＣＡＴ＃ＺＢ２３０１）或小
鼠（ＣＡＴ＃ＺＢ２３０５）抗体购自中杉金桥公司；小鼠抗
ＥｘｏＳ和ＥｘｏＴ抗体为本实验室制备。实验所需引物由
中国生工生物工程（上海）有限公司合成。

１．３　实验分组
　　采用ＰＡ菌株感染Ａ５４９细胞，分为未处理（ＣＴＲ）
组、ＰＡＯ１（ＰＡ实验室标准菌株）组、△ｅｘｓＡ（缺失与
Ｔ３ＳＳ转录激活相关的关键基因 ｅｘｓＡ）组、△ｐｓｃＪ（缺失
与 Ｔ３ＳＳ蛋白分泌相关基因 ｐｓｃＪ）组和 ＰＡＯ１Ｅ（经
ＥＧＴＡ诱导后高表达Ｔ３ＳＳ基因）感染组。采用 Ｕ０１２６
抑制Ａ５４９细胞 ＥＲＫ活性并随后感染 ＰＡＯ１，分为未
处理（ＣＴＲ）组、ＰＡＯ１感染组、Ｕ０１２６处理组和 Ｕ０１２６
联合ＰＡＯ１（Ｕ０１２６＋ＰＡＯ１）感染组。采用ＡＰＯ或ＮＡＣ
抑制Ａ５４９细胞ＲＯＳ产生并随后感染ＰＡＯ１或ＰＡＯ１
Ｅ菌株，分为未处理（ＣＴＲ）组、ＰＡＯ１或 ＰＡＯ１Ｅ感染
组、ＡＰＯ／ＮＡＣ剂联合 ＰＡＯ１（ＰＡＯ１＋ＡＰＯ或 ＰＡＯ１＋
ＮＡＣ）处理组以及 ＮＡＣ联合 ＰＡＯ１Ｅ（ＰＡＯ１Ｅ＋ＮＡＣ）
处理组。

１．４　肺上皮细胞的培养
　　采用人非小细胞肺癌细胞 Ａ５４９作为 ＰＡＯ１感染
的肺上皮细胞株。Ａ５４９细胞采用含１０％ＦＢＳ的ＤＭＥＭ
（１０％ＦＢＳ／ＤＭＥＭ）完全培养基于３７℃、５％ＣＯ２培养。
待细胞生长汇合度达到８０％时，采用无菌ＰＢＳ清洗后
加入０．２５％胰酶３７℃消化１ｍｉｎ，立即加入完全培养

基终止消化。室温２００×ｇ离心５ｍｉｎ，弃去上清，细胞
沉淀加入 １０％ＦＢＳ／ＤＭＥＭ重悬。采用细胞计数器计
算细胞浓度，并按照１×１０５细胞／孔将细胞铺入１２孔
细胞培养板。

１．５　ＰＡＯ１基因敲除菌株鉴定
　　提取前期实验中已通过 Ｒｅｄ同源重组方法构建
的△ｅｘｓＡ和△ｐｓｃＪ基因敲除菌株基因组 ＤＮＡ［８］。通
过交叉ＰＣＲ方法鉴定，即 ＰＣＲ扩增基因组 ＤＮＡ打靶
片段区域的前臂四环素抗性（ＴｅｔＲ）基因片段（ＦＡ
ＴｅｔＲ）或ＴｅｔＲ基因打靶片段后臂（ＴｅｔＲＲＡ）基因片段
（表１）。取上述 ＰＣＲ产物 ５μＬ与等体积溴酚蓝混
合，通过１％琼脂糖凝胶电泳鉴定。
１．６　Ｔ３ＳＳ基因表达的诱导
　　挑取 ＰＡＯ１单菌落接种于 ＬＢ培养基中，３７℃、
２００ｒ／ｍｉｎ振荡培养过夜。取活化细菌以体积比１∶５０
稀释度接种于含５ｍｍｏｌ／ＬＥＧＴＡ和２０ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２
的新鲜ＬＢ培养基中，３７℃、２００ｒ／ｍｉｎ振荡培养１２ｈ，
即为Ｔ３ＳＳ基因高表达的ＰＡＯ１菌株（ＰＡＯ１Ｅ）［８］。
１．７　细菌培养及预处理
　　挑取 ＰＡＯ１野生型、△ｅｘｓＡ、△ｐｓｃＪ或 ＰＡＯ１Ｅ单
菌落接种于ＬＢ培养基中，３７℃、２００ｒ／ｍｉｎ振荡培养
过夜。取活化细菌以体积比１：５０稀释度接种于新鲜
ＬＢ培养基，３７℃、２００ｒ／ｍｉｎ振荡培养至对数生长期。
菌液以１３８００×ｇ室温离心５ｍｉｎ，收集细菌沉淀，测定
细菌吸光度值［ＯＤ（６００）］，并用无菌ＰＢＳ将其浓度调
整为５倍 ＯＤ（６００）以用于后续感染。细菌荧光标记
组：取上述ＰＢＳ调整后的５倍 ＯＤ（６００）菌液２００μＬ，
室温１３８００×ｇ离心 ５ｍｉｎ后取沉淀，加入 ２００μＬ经
ＰＢＳ配置的１０μｍｏｌ／ＬＳＹＴＯ９荧光染料溶液于室温避
光染色２０ｍｉｎ。ＰＢＳ洗涤２次后，细菌沉淀加入等体
积ＰＢＳ重悬以用于后续感染。
１．８　实时荧光定量ＰＣＲ（ＲＴｑＰＣＲ）检测基因表达
　　收集细菌或细胞样本加入 ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ（ＴＲＩｚｏｌ）
以提取总 ＲＮＡ。采用微量核酸蛋白浓度检测仪测定
ＲＮＡ浓度。采用反转录试剂盒将ＲＮＡ反转录为ｃＤＮＡ，

表１　ＰＡＯ１基因敲除菌株鉴定引物

菌株 扩增片段 引物序列（５’→３’）

ΔｅｘｓＡ ＦＡＴｅｔＲ 上游：ＣＣＣＧＧＡＡＧＡＡＡＧＡＴＣＴＧＧＣ
下游：ＡＣＣＧＧＧＣＴＴＴＣＡＡＡＡＡＡＣＧＴＣＡＧＧＴＣＧＡＧＧＴＧＧＣＣＣＧ

ＴｅｔＲＲＡ 上游：ＡＣＧＧＧＡＡＧＴＧＴＴＧＧＧＧＴＴＣＴＴＴＣＴＣＡＴＧＴＴＴＧＡＣＡＧＣＴＴ
下游：ＡＧＧＡＧＡＡＴＣＴＧＣＣＧＣＡＣＣＴ

ΔｐｓｃＪ ＦＡＴｅｔＲ 上游：ＡＣＡＧＣＣＡＣＡＡＡＣＴＣＧＡＣＣＴＧ
下游：ＣＡＡＣＴＧＧＴＡＧＧＣＣＧＴＣＡＡＴＧＴＴＣＣＡＴＴＣＡＧＧＴＣＧＡＧＧＴＧ

ＴｅｔＲＲＡ 上游：ＧＡＡＡＣＣＣＴＧＡＴＧＡＡＧＡＣＣＣＡＴＴＣＴＣＡＴＧＴＴＴＧＡＣＡＧＣＴＴＡＴＣＡＴ
下游：ＡＴＧＡＧＣＡＧＧＴＣＧＡＧＣＴＧＣＴ

５９４２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（２２）



通过ｑＰＣＲ检测细菌 Ｔ３ＳＳ关键基因（ｅｘｓＡ、ｅｘｏＳ、ｅｘｏＴ
和ｅｘｏＹ）表达水平，并以ｒｐｌＵ为内参基因。此外，通过
ｑＰＣＲ检测细胞样本中与ＲＯＳ合成相关的烟酰胺腺嘌
呤二核苷酸磷酸氧化酶 １５（ｎｉｃｏｔｉｎａｍｉｄｅａｄｅｎｉｎｅ
ｄｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｈｏｓｐｈａｔｅｏｘｉｄａｓｅ，ＮＡＤＰＨｏｘｉｄａｓｅｓ，Ｎｏｘ１５）
和双加氧酶１２（ｄｕａｌｏｘｉｄａｓｅｓ，Ｄｕｏｘ１２）的基因表达水
平，并采用ｇａｐｄｈ为内参基因。具体实验方法参照试
剂盒说明书进行。荧光定量 ＰＣＲ反应体系：９５℃预
变性１０ｍｉｎ，９５℃变性１５ｓ，６０℃退火１ｍｉｎ，４０个循
环，熔解曲线９５℃１５ｓ，６０℃１ｍｉｎ，９５℃１５ｓ。采用
２－△△Ｃｔ法计算基因的相对表达量，引物序列见表２。

表２　 ＲＴｑＰＣＲ检测基因表达相关引物

基因 　　　　引物序列（５’→３’）
ｒｐｌＵ 上游：ＣＧＣＡＧＴＧＡＴＴＧＴＴＡＣＣＧＧＴＧ

下游：ＧＧＴＡＡＣＣＴＴＣＧＣＡＣＣＴＴＣＧＡ
ｅｘｓＡ 上游：ＧＡＴＧＣＴＣＧＣＣＴＧＣＣＴＧＡＡ

下游：ＣＧＡＡＣＴＣＧＣＧＧＧＡＧＡＡＧ
ｅｘｏＳ 上游：ＧＡＣＧＣＡＡＧＣＣＣＧＧＡＡＣＴ

下游：ＣＡＧＧＣＴＧＴＣＴＧＣＣＣＡＧＧＴＡＣ
ｅｘｏＴ 上游：ＴＣＧＡＧＧＣＴＴＣＣＣＧＴＡＣＣＣＡ

下游：ＣＡＧＧＧＣＧＡＣＣＴＴＧＴＣＣＡＴＴ
ｅｘｏＹ 上游：ＴＧＧＴＧＧＡＣＧＣＣＣＴＣＡＡＴＧ

下游：ＧＡＣＴＣＴＴＣＴＣＣＧＡＣＣＣＧＡＴＧ
ｇａｐｄｈ 上游：ＣＡＴＣＡＡＧＡＡＧＧＴＧＧＴＧＡＡＧＣＡＧ

下游：ＣＧＴＣＡＡＡＧＧＴＧＧＡＧＧＡＧＴＧＧ
Ｎｏｘ１ 上游：ＧＣＡＣＡＣＣＴＧＴＴＴＡＡＣＴＴＴＧＡＣＴＧ

下游：ＧＧＡＣＴＧＧＡＴＧＧＧＡＴＴＴＡＧＣＣＡ
Ｎｏｘ２ 上游：ＡＡＣＧＡＡＴＴＧＴＡＣＧＴＧＧＧＣＡＧＡ

下游：ＧＡＧＧＧＴＴＴＣＣＡＧＣＡＡＡＣＴＧＡＧ
Ｎｏｘ３ 上游：ＣＧＴＧＧＣＧＣＡＴＴＴＣＴＴＣＡＡＣＣ

下游：ＧＣＴＣＴＣＧＴＴＡＧＧＧＧＴＧＴＴＧＣ
Ｎｏｘ４ 上游：ＴＧＡＣＧＴＴＧＣＡＴＧＴＴＴＣＡＧＧＡＧ

下游：ＡＧＣＴＧＧＴＴＣＧＧＴＴＡＡＧＡＣＴＧＡＴ
Ｎｏｘ５ 上游：ＣＴＡＴＴＧＧＡＣＴＣＡＣＣＴＧＴＣＣＴＡＣＣ

下游：ＧＧＡＡＡＡＡＣＡＡＧＡＴＴＣＣＡＧＧＣＡＣ
Ｄｕｏｘ１ 上游：ＧＣＡＧＣＧＡＴＴＴＧＡＴＧＧＧＴＧＧＴＡ

下游：ＡＧＧＴＧＧＧＧＴＴＣＴＣＣＣＡＡＧＧ
Ｄｕｏｘ２ 上游：ＣＴＧＧＧＴＣＣＡＴＣＧＧＧＣＡＡＴＣ

下游：ＧＴＣＧＧＣＧＴＡＡＴＴＧＧＣＴＧＧＴＡ

１．９　荧光标记细菌感染及显微镜观察
　　Ａ５４９细胞生长汇合度达到８０％时，弃去完全培养
基，加入１ｍＬＤＭＥＭ培养基。取上述经 ＳＹＴＯ９荧光
染料标记的 ５倍 ＯＤ（６００）的 ＰＡＯ１野生型、△ｅｘｓＡ、
△ｐｓｃＪ或 ＰＡＯ１Ｅ菌液 ５μＬ加入到已含有 １ｍＬ
ＤＭＥＭ培养基的孔板中，并于 ３７℃感染 ３ｈ（ＭＯＩ＝
１０）。采用无菌 ＰＢＳ洗涤细胞 １次后，每孔细胞加入
１ｍＬ含 ３００μｇ／ｍＬ庆大霉素抗生素的 ＤＭＥＭ培养
基，３７℃处理１ｈ，以杀伤胞外细菌。将细胞置于倒置

荧光显微镜下观察并拍照，激发波长４８０ｎｍ。
１．１０　细菌感染及细胞内细菌量测定
　　待 Ａ５４９细胞生长汇合度达到 ８０％时，取未经
ＳＹＴＯ９标记的 ＰＡＯ１野生型、△ｅｘｓＡ、△ｐｓｃＪ或 ＰＡＯ１Ｅ
菌液感染Ａ５４９细胞３ｈ。弃去上清，加入含庆大霉素
抗生素的ＤＭＥＭ培养基于３７℃处理１ｈ以杀伤胞外
细菌。具体细菌感染量及抗生素处理方法参照上述

ＳＹＴＯ９荧光染料标记细菌进行。取细菌感染后细胞，
ＰＢＳ洗涤２次，加入２００μＬ含０．５％ＴｒｉｔｏｎＸ１００的无
菌ＰＢＳ于冰上裂解细胞５ｍｉｎ。取１０μＬ细胞裂解液
以１００倍稀释，取 １００μＬ稀释液涂布 ＰＡ筛选平板，
３７℃培养至细菌单菌落形成。通过计算细菌菌落形
成单位（ＣＦＵｓ）进行测定。
１．１１　ＥＲＫ通路抑制
　　待 Ａ５４９细胞生长汇合度达到 ８０％时，采用经完
全培养基稀释的 Ｕ０１２６５μｍｏｌ／Ｌ预处理 Ａ５４９细胞
２ｈ后，弃去培养基，加入 ＤＭＥＭ稀释的 ＰＡＯ１于
３７℃感染３ｈ。
１．１２　细胞内ＲＯＳ清除及检测
　　采用ＲＯＳ清除剂 ＮＡＣ１０ｍｍｏｌ／Ｌ或 Ｎｏｘ抑制剂
ＡＰＯ５０μｍｏｌ／Ｌ预处理 Ａ５４９细胞 ２ｈ，随后加入
ＰＡＯ１或ＰＡＯ１Ｅ于３７℃感染３ｈ。将上述细胞采用
ＰＢＳ洗涤２次，加入０．２５％胰酶于３７℃消化１ｍｉｎ，加
入完全培养基终止胰酶反应。细胞悬液以 ２００×ｇ室
温离心５ｍｉｎ，采用ＰＢＳ洗涤１次，加入经ＰＢＳ配制的
５μｍｏｌ／ＬＨ２ＤＣＦＤＡ，３７℃避光孵育 ３０ｍｉｎ。细胞悬
液经２００×ｇ室温离心５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤１次，采用流式
细胞仪检测。

１．１３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白及磷酸化水平
　　为考察ＰＡＯ１感染不同时间对Ａ５４９细胞ＥＲＫ通
路的活化情况，于 ＰＡＯ１感染后１、２和 ３ｈ收集细胞
样本。未特别说明的其他实验则在细菌感染３ｈ后收
集细胞样本用于 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测。样本加入
Ｗｅｓｔｅｒｎ／ＩＰ裂解液裂解细胞，采用 ＢＣＡ法进行蛋白定
量，并取等量蛋白进行 ＳＤＳＰＡＧＥ分离。采用湿转印
方法将胶上蛋白转印至 ０．２２μｍＰＶＤＦ膜上。采用
５％脱脂奶粉／ＴＢＳＴ溶液室温封闭１ｈ，加入一抗（兔抗
ＥＲＫ抗体、兔抗 ｐＥＲＫ抗体或兔抗 ＧＡＰＤＨ抗体），
４℃孵育过夜。采用含 ０．１％ Ｔｗｅｅｎ２０的 ＴＢＳＴ溶液
洗涤 ３次，加入 ＨＲＰ标记的羊抗兔抗体，室温孵育
１ｈ。洗涤后，ＥＣＬ化学发光法曝光显影。采用 Ｉｍａｇｅ
Ｊ软件计算蛋白条带的灰度值。
１．１４　统计学分析
　　各组数据以 珋ｘ±ｓ表示。两样本间的比较采用配对
样本ｔ检验。多样本间的比较采用ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ进

６９４２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（２２）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



行，并使用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５．０软件作图。Ｐ＜０．０５为
差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　Ｔ３ＳＳ相关基因敲除及高表达菌株的鉴定
　　为考察Ｔ３ＳＳ在ＰＡ侵袭肺上皮细胞中的作用，采
用交叉 ＰＣＲ鉴定前期实验中构建的△ｅｘｓＡ和△ｐｓｃＪ
菌株。由电泳结果可见，从△ｅｘｓＡ和△ｐｓｃＪ菌株的基
因组 ＤＮＡ上均能扩增出约 １６００ｂｐ的 ＦＡＴｅｔＲ或
ＴｅｔＲＲＡＤＮＡ片段（图１Ａ、Ｂ），证实上述菌株确实是
前期构建的相应基因敲除菌株。此外，因 ＥＧＴＡ可显
著诱导ＰＡＴ３ＳＳ基因表达，采用 ＥＧＴＡ处理 ＰＡＯ１并
通过 ＲＴｑＰＣＲ检测 Ｔ３ＳＳ基因表达，结果也证实，与
ＰＡＯ１组相比，ＰＡＯ１Ｅ组的 ｅｘｓＡ、ｅｘｏＳ、ｅｘｏＴ、ｅｘｏＹ和
ｐｓｃＪ基因表达显著增加（Ｐ＜０．０１，图 １Ｃ），表明 ＥＧＴＡ
可诱导ＰＡＴ３ＳＳ基因表达。通过蛋白电泳及 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测也发现，在总蛋白水平无差异的条件下（图
１Ｄ），ＰＡＯ１Ｅ组的ＥｘｏＳ和ＥｘｏＴ蛋白表达水平明显高
于未处理的ＰＡＯ１组（图１Ｅ）。
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图１　ＰＡＴ３ＳＳ关键基因敲除及高表达菌株鉴定

２．２　Ｔ３ＳＳ促进ＰＡ对肺上皮细胞的侵袭
　　为考察Ｔ３ＳＳ在ＰＡ侵袭肺上皮细胞中的作用，采
用ＰＡＯ１、△ｅｘｓＡ或△ｐｓｃＪ感染Ａ５４９细胞，通过倒置荧
光显微镜观察未标记荧光或经 ＳＹＴＯ９荧光染料标记
后的ＰＡＯ１及突变株感染后的细胞情况。由图２Ａ可
见，在未经ＳＹＴＯ９荧光染料标记的各组细菌感染后，
其细胞区域及间隙均可见明显细菌颗粒；而经 ＳＹＴＯ９

绿色荧光染料标记的细菌，其感染的细胞则呈现明显

的绿色荧光，且 ＰＡＯ１Ｅ感染组最强，ＰＡＯ１感染组次
之，△ｅｘｓＡ和△ｐｓｃＪ感染组较弱（图 ２Ａ）。此外，通过
细菌感染及采用庆大霉素杀伤胞外细菌，并涂布 ＰＡ
筛选平板，结果发现，相较 ＰＡＯ１感染组，△ｅｘｓＡ特别
是△ｐｓｃＪ感染组细胞内的细菌量明显减少（Ｐ＜０．０５，
Ｐ＜０．０１，图２Ｂ、Ｃ）。相较ＰＡＯ１感染组，ＰＡＯ１Ｅ感染
组细胞内的细菌量明显增加（Ｐ＜０．０１，图２Ｄ、Ｅ）。上
述结果提示，Ｔ３ＳＳ可促进ＰＡ侵袭肺上皮细胞。
２．３　Ｔ３ＳＳ可增强 ＰＡ感染诱导的肺上皮细胞 ＲＯＳ

产生

　　为考察 Ｔ３ＳＳ在 ＰＡ影响肺上皮细胞 ＲＯＳ产生中
的作用，采用 ＰＡＯ１、△ｅｘｓＡ或△ｐｓｃＪ感染 Ａ５４９细胞，
并通过Ｈ２ＤＣＦＤＡ荧光探针标记，检测了细胞内 ＲＯＳ
水平。结果发现，相较 ＣＴＲ组，ＰＡＯ１感染组的 ＲＯＳ
水平明显增加（Ｐ＜０．０１）；与ＰＡＯ１感染组相比，△ｅｘｓＡ
或△ｐｓｃＪ感染组的 ＲＯＳ水平明显降低（Ｐ＜０．０１，图
３Ａ、Ｂ），而ＰＡＯ１Ｅ感染组的ＲＯＳ产生增加（Ｐ＜０．０１，
图３Ｃ、Ｄ）。另外，通过 ＲＴｑＰＣＲ检测 ＲＯＳ合成的关
键酶 Ｎｏｘ１５和 Ｄｕｏｘ１２的基因表达发现，相较 ＣＴＲ
组，ＰＡＯ１感染组的 Ｎｏｘ１、Ｎｏｘ３、Ｎｏｘ４、Ｄｕｏｘ１和 Ｄｕｏｘ２
基因表达上调（Ｐ＜０．０５），而Ｎｏｘ２和Ｎｏｘ５基因表达未
有明显改变；与 ＰＡＯ１感染组相比，ＰＡＯ１Ｅ感染组的
Ｄｕｏｘ１和 Ｄｕｏｘ２基因表达水平进一步上调，而 Ｄｕｏｘ１
和Ｄｕｏｘ２表达水平在△ｅｘｓＡ或△ｐｓｃＪ感染组中则明显
降低（Ｐ＜０．０５，图３Ｅ）。

７９４２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（２２）



　　上述结果提示，Ｔ３ＳＳ是 ＰＡ感染诱导肺上皮细胞
ＲＯＳ产生的关键因素，且其调控ＲＯＳ的产生可能通过
Ｄｕｏｘ１和Ｄｕｏｘ２实现。
２．４　抑制ＲＯＳ产生可减弱Ｔ３ＳＳ介导的ＰＡ对肺上皮

细胞的侵袭

　　为考察ＲＯＳ在ＰＡ侵袭肺上皮细胞中的作用，采
用ＲＯＳ清除剂ＮＡＣ或Ｎｏｘ抑制剂ＡＰＯ处理Ａ５４９并
联合ＰＡＯ１感染。通过倒置荧光显微镜观察 ＰＡＯ１及
突变株感染情况，由图 ４Ａ可见，细胞感染后，其未标
记荧光组其细胞区域及间隙均可见明显细菌颗粒；而

经ＳＹＴＯ９标记的ＰＡＯ１或ＰＡＯ１Ｅ感染组其细胞内的
绿色荧光明显高于 ＰＡＯ１或 ＰＡＯ１Ｅ感染联合 ＡＰＯ
或ＮＡＣ处理组。另外，采用 Ｈ２ＤＣＦＤＡ荧光探针标记

细菌感染后细胞内 ＲＯＳ结果证实，相较 ＰＡＯ１感染
组，ＰＡＯ１感染联合 ＮＡＣ或 ＡＰＯ处理组其 ＲＯＳ的产
生明显减少（Ｐ＜０．０１，图４Ｂ、Ｃ），提示 ＮＡＣ或 ＡＰＯ能
抑制ＰＡ感染诱导的ＲＯＳ产生。进一步通过庆大霉素
杀伤胞外感染的ＰＡＯ１并涂布ＰＩＡ平板，结果发现，与
ＰＡＯ１感染组相比，ＰＡＯ１感染联合 ＮＡＣ或 ＡＰＯ处理
组其感染肺上皮细胞内的细菌量减少（Ｐ＜０．０１，
图４Ｄ、Ｅ）。此外，采用ＥＧＴＡ诱导ＰＡＯ１的Ｔ３ＳＳ基因
表达（ＰＡＯ１Ｅ菌株）并联合 ＮＡＣ处理，结果发现，
ＰＡＯ１Ｅ联合 ＮＡＣ处理组细胞内的细菌量明显低于
ＰＡＯ１Ｅ感染组（Ｐ＜０．０１，图４Ｆ、Ｇ），提示Ｔ３ＳＳ可通过
ＲＯＳ促进ＰＡ侵袭肺上皮细胞。
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图２　Ｔ３ＳＳ对ＰＡ侵袭肺上皮细胞作用的检测
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图３　Ｔ３ＳＳ可增强ＰＡ感染诱导的肺上皮细胞ＲＯＳ产生　（ｎ＝３）
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图４　ＲＯＳ在Ｔ３ＳＳ介导的ＰＡ对肺上皮细胞侵袭作用的检测
（图４Ｄ～Ｇ续下页）
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ａ：Ｐ＜０．０１，与ＰＡＯ１感染组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＰＡＯ１Ｅ感染组比较
Ｄ～Ｇ：ＰＡ感染后肺上皮细胞内细菌的定量（ｎ＝３）

续图４　ＲＯＳ在Ｔ３ＳＳ介导的ＰＡ对肺上皮细胞侵袭作用的检测

２．５　Ｔ３ＳＳ可抑制 ＰＡ感染后肺上皮细胞 ＥＲＫ通路
活化

　　为考察ＥＲＫ信号通路是否在 Ｔ３ＳＳ介导 ＰＡ侵袭
肺上皮细胞以及 ＲＯＳ产生中发挥作用，采用 ＰＡＯ１、
△ｅｘｓＡ或△ｐｓｃＪ感染 Ａ５４９细胞，并通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
检测ＰＡ感染后不同时间点 ＥＲＫ的磷酸化水平。结
果发现，与未处理组（１ｈ）相比，ＰＡＯ１感染早期（１ｈ）
可增加ＥＲＫ的磷酸化（Ｐ＜０．０１），而随着感染时间延
长反而抑制ＥＲＫ通路活化。与未处理组（３ｈ）相比，
在ＰＡＯ１感染３ｈ时显著抑制Ａ５４９细胞的ＥＲＫ磷酸
化（Ｐ＜０．０５），而对其总蛋白水平没有显著影响（图
５Ａ、Ｂ）。相较 ＰＡＯ１感染组，△ｅｘｓＡ或△ｐｓｃＪ感染组
ＥＲＫ磷酸化增加（Ｐ＜０．０１，图 ５Ｃ、Ｄ）。另外，采用
ＥＧＴＡ诱导 ＰＡＯ１的 Ｔ３ＳＳ基因表达并通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测发现，相较 ＰＡＯ１感染组，ＰＡＯ１Ｅ感染组
ＥＲＫ磷酸化水平减弱（Ｐ＜０．０１，图 ５Ｅ、Ｆ），提示 Ｔ３ＳＳ
可抑制ＰＡ感染后Ａ５４９细胞的ＥＲＫ信号通路活化。
　　为探讨 ＲＯＳ是否通过调控 ＥＲＫ发挥效应，进一
步通过ＮＡＣ处理并观察了 ＰＡ感染后 ＥＲＫ的活化情
况。然而，结果却发现，ＰＡＯ１＋ＮＡＣ处理组的 ＥＲＫ磷
酸化水平下降明显低于 ＰＡＯ１感染组（Ｐ＜０．０５，图
５Ｅ、Ｆ），提示ＲＯＳ并不参与 Ｔ３ＳＳ介导的对 ＥＲＫ信号
通路的抑制。

２．６　ＥＲＫ通路抑制可增加 ＲＯＳ产生以及 ＰＡ对肺上
皮细胞的侵袭

　　为考察 ＥＲＫ通路在 ＰＡ侵袭肺上皮细胞及 ＲＯＳ
产生中的可能作用，采用 ＥＲＫ抑制剂 Ｕ０１２６预处理
Ａ５４９细胞，并随后感染ＰＡＯ１菌株。通过倒置荧光显
微镜观察发现，未标记 ＳＹＴＯ９荧光染料的细菌，其感
染后细胞区域及间隙均可见明显细菌颗粒；而经ＳＹＴＯ９
标记的ＰＡＯ１感染组其细胞内的绿色荧光明显低于
ＰＡＯ１联合Ｕ０１２６处理组（图６Ａ）。通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
检测Ｕ０１２６处理后ＥＲＫ的磷酸化发现，在感染或未感
染情况下，Ｕ０１２６处理组ＥＲＫ的磷酸化水平均低于未
处理组（Ｐ＜０．０５，图６Ｂ），证实Ｕ０１２６确实可抑制ＥＲＫ
的活化。进一步在上述处理后，通过 Ｈ２ＤＣＦＤＡ荧光
探针检测Ａ５４９细胞 ＲＯＳ水平，结果发现，相较 ＰＡＯ１
感染组，ＰＡＯ１感染联合 Ｕ０１２６处理组的 ＲＯＳ产生增
加（Ｐ＜０．０１，图 ６Ｃ）。通过检测抑制剂处理后 ＰＡＯ１
于Ａ５４９细胞内定植的细菌量，结果显示，ＰＡＯ１联合
Ｕ０１２６处理组细胞内的细菌量明显高于 ＰＡＯ１感染组
（Ｐ＜０．０１，图 ６Ｄ、Ｅ）。上述结果提示，ＥＲＫ通路抑制
可增加ＰＡ感染诱导的肺上皮细胞ＲＯＳ产生以及细菌
的侵袭能力。结果提示，ＰＡ感染时Ｔ３ＳＳ介导ＥＲＫ通
路抑制可能通过增加肺上皮细胞 ＲＯＳ产生，促进 ＰＡ
对肺上皮细胞的侵袭作用。

００５２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（２２）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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ａ：Ｐ＜０．０１，ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＣＴＲ组比较；ｃ：Ｐ＜０．０１，ｄ：Ｐ＜０．０５，与ＰＡＯ１感染组比较
Ａ、Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＰＡ感染不同时间点肺上皮细胞ＥＲＫ的磷酸化水平；Ｃ、Ｄ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＰＡ及突变体感染后肺上皮
细胞ＥＲＫ的磷酸化水平；Ｅ、Ｆ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＮＡＣ处理后ＰＡ及ＰＡＥ感染后肺上皮细胞ＥＲＫ的磷酸化水平

图５　ＰＡ感染肺上皮细胞后ＥＲＫ通路活化的检测
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Ａ：倒置荧光显微镜观察细菌感染情况

图６　ＥＲＫ在ＲＯＳ产生及ＰＡ对肺上皮细胞的侵袭作用的检测

（图６Ｂ～Ｅ续下页）

１０５２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（２２）
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ａ：Ｐ＜０．０１，与ＣＴＲ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，ｃ：Ｐ＜０．０１，与ＰＡＯ１感染组比较
Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＥＲＫ磷酸化；Ｃ：流式细胞术检测ＰＡ感染后肺上皮细胞ＲＯＳ水平　　Ｂｌａｎｋ为未经Ｈ２ＤＣＦＤＡ染色的
空白细胞对照；Ｄ、Ｅ：ＰＡ感染后肺上皮细胞内细菌的定量

续图６　ＥＲＫ在ＲＯＳ产生及ＰＡ对肺上皮细胞的侵袭作用的检测

３　讨论

３．１　Ｔ３ＳＳ及其效应蛋白诱导ＲＯＳ产生及调控ＰＡ侵
袭肺上皮细胞

　　Ｔ３ＳＳ作为ＰＡ关键的毒力调控系统，可通过针状
结构装置介导的细胞膜通透性改变或通过毒力效应蛋

白直接注入宿主细胞内等多种方式发挥致病作用［９］。

研究发现，Ｔ３ＳＳ除参与对 ＰＡ毒力以及宿主致病性调
控外，在ＰＡ对上皮细胞的侵袭中也发挥至关重要的
作用。Ｔ３ＳＳ效应蛋白 ＥｘｏＳ抑制非典型的 Ｃａｓｐａｓｅ４
炎症小体活化，可抑制结膜上皮细胞裂解，继而有利于

ＰＡ在上皮细胞内的存活及复制［４］。ＥｘｏＳ促进 ＰＡ于
感染上皮细胞内的侵袭与抑制囊泡酸化，进而逃脱囊

泡包裹以及干扰自噬等密切相关，且其相关效应依赖

于ＥｘｏＳ的 ＡＤＰ核糖基转移酶活性［１０］。此外，ＰＡ的

Ｔ３ＳＳ结构蛋白ＰｓｃＦ和ＰｓｃＩ可通过促进巨噬细胞炎症
小体活化和焦亡，增加细胞膜通透性，诱导细胞程序性

死亡，抑制巨噬细胞对其杀伤［１１－１２］。本研究发现，

Ｔ３ＳＳ对于促进ＰＡ感染后肺上皮细胞 ＲＯＳ产生以及
细菌对肺上皮细胞的侵袭起到关键作用，且相较

△ｅｘｓＡ组，△ｐｓｃＪ感染后肺上皮细胞 ＲＯＳ产生以及
ＰＡ于肺上皮细胞内的定植量减少更为明显，其推测的
可能影响因素如下：尽管 ＥｘｓＡ是转录激活 Ｔ３ＳＳ基因
的关键转录因子，调控了包括编码 Ｔ３ＳＳ的结构蛋白、
调节因子、分子伴侣以及 ４种效应蛋白的 ５个操纵
子［１３］。然而，Ｔ３ＳＳ基因的转录也同样受到其它转录
因子，如 ＥｘｓＣ、ＥｘｓＤ和 ＥｘｓＥ的共同调节，且 ＥｘｓＡ／
ＥｘｓＣ／ＥｘｓＤ／ＥｘｓＥ这 ４个转录因子间也存在相互影
响［１３］。敲除ｅｘｓＡ基因是否可能通过激活其它转录因
子，上调部分Ｔ３ＳＳ基因，继而部分逆转因 ｅｘｓＡ基因敲

２０５２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（２２）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



除导致的ＰＡ感染后肺上皮ＲＯＳ产生及侵袭能力的下
降，其相关研究仍有待进一步验证。ＢＵＲＮＳ等［７］发

现，ＰｓｃＪ与 ＰｓｃＣ和 ＰｓｃＤ共同组成了 Ｔ３ＳＳ针状结构
装置的环状结构。ＰｓｃＪ的 Ｅ２６、Ｋ５２、Ｅ１０５、Ａ１０７、
Ｇ１２６、Ｈ１３３和Ｖ１８９位点突变会导致 Ｔ３ＳＳ蛋白分泌
的缺失，上述结果提示，Ｔ３ＳＳ分泌蛋白可能在诱导肺
上皮细胞ＲＯＳ产生以及增加ＰＡ侵袭能力中发挥关键
作用。

３．２　Ｔ３ＳＳ介导ＲＯＳ产生加剧ＰＡ对肺上皮细胞的侵
袭作用

　　ＪＡＢＩＲ等［１４］发现，ＰＡ可通过Ｔ３ＳＳ促进巨噬细胞
线粒体损伤，进而增加 ＲＯＳ产生以及线粒体 ＤＮＡ释
放，加剧 ＮＬＲＣ４炎性小体的活化。尽管如此，
ＶＡＲＥＥＣＨＯＮ等［１５］报道，ＰＡ感染中性粒细胞时，其效
应蛋白 ＥｘｏＳ可 ＡＤＰ核糖化 Ｒａｓ，进而抑制 Ｒａｓ与
ＰＩ３Ｋ结合以及Ｎｏｘ氧化酶介导的 ＲＯＳ产生。上述结
果提示，Ｔ３ＳＳ在ＰＡ感染诱导ＲＯＳ产生中具有的正向
或负向的调控作用，其相关效应可能与 ＰＡ感染的细
胞类型以及Ｔ３ＳＳ的不同组分相关。尽管ＲＯＳ对清除
入侵病原体起到重要作用，但研究也指出，过度的

ＲＯＳ产生可破坏免疫系统并加速微生物的侵袭。
ＯＢＥＲＬＥＹＤＥＥＧＡＮ等［１６］报道，氧化环境促进脓肿分

枝杆菌（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍａｂｓｃｅｓｓｕｓ）在巨噬细胞内的生
长。ＬＩＵ等［１７］发现，ＰＡ分泌的毒性因子绿脓素，可促
进Ａ５４９细胞 ＲＯＳ产生，以及 ＪＮＫ和 ＥＲＫＭＡＰＫｓ通
路活化，导致肌动蛋白表达和细胞骨架重排，继而有利

于ＰＡ对上皮细胞的侵袭。鉴于在急性期感染时，
Ｔ３ＳＳ基因表达显著激活；而长期性感染时，Ｔ３ＳＳ基因
表达受到明显抑制［１８］，提示 Ｔ３ＳＳ诱导 ＲＯＳ产生是促
进ＰＡ急性期感染并侵袭上皮细胞的一种重要机制。
３．３　ＥＲＫ信号通路在 Ｔ３ＳＳ介导 ＲＯＳ产生中的调控

效应

　　ＥＲＫ是有丝分裂原激活的蛋白激酶（ｍｉｔｏｇｅｎ
ａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｓ，ＭＡＰＫｓ）家族重要成员，其与
调控细胞增殖、分化、凋亡以及炎症等重要生命活动相

关［１９－２０］。此外，ＥＲＫ通路在调节细菌与宿主相互作用
中也发挥着重要作用［２１－２２］。采用 ＰＤ１８４１６１抑制
ＥＲＫ活性可明显促进鼠伤寒沙门菌（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ
ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ）于 ＨｅＬａ细胞中的存活［２３］。ＪＥＯＮ等［１９］

报道，ＰＡ分泌蛋白 ＤｎａＫ（热休克蛋白 ＨＳＰ７０同源类
似物）可通过 ＴＬＲ４介导 ＥＲＫ通路活化，上调模式识
别受体ＰＴＸ３表达，增加巨噬细胞对ＰＡ的清除。本研
究发现，在感染早期，ＰＡ可通过 Ｔ３ＳＳ促进 ＥＲＫ通路
活化；而随着感染时间延长，ＥＲＫ通路受到抑制。
ＥＲＫ通路抑制可诱导ＲＯＳ产生，促进 ＰＡ对上皮细胞

的侵袭。研究发现，抑制ＥＲＫ通路活化可通过诱导自
噬促进结肠癌细胞 ＲＯＳ产生［２４］，其相关研究与本研

究结果相似。然而，在肝癌或视网膜病变等研究中发

现，ＥＲＫ通路活化可促进肝癌细胞或视网膜色素上皮
细胞ＲＯＳ产生［２５－２６］。尽管上述报道揭示ＲＯＳ可位于
ＥＲＫ下游发挥相关效应，多项研究也指出，ＲＯＳ同样
可位于ＥＲＫ上游并调控其活性。ＨＡＮ等［２２］发现，ＰＡ
感染可通过抑制ＲＯＳ介导的 ＥＲＫ通路活化诱导巨噬
细胞自噬以抵御细胞凋亡。在肺癌 Ａ５４９或 ＮＣＬ
Ｈ２９２细胞的研究中发现，采用 ＮＡＣ清除 ＢｒｕｃｅｉｎｅＤ
诱导的细胞ＲＯＳ水平可抑制ＥＲＫ通路活化［２０］。尽管

本研究证实，抑制 ＥＲＫ通路活化促进了 ＲＯＳ产生。
然而，在 ＰＡ感染时采用 ＮＡＣ清除 ＲＯＳ产生却发现
ＥＲＫ磷酸化进一步下降，提示 Ｔ３ＳＳ主要是通过抑制
ＥＲＫ促进ＲＯＳ产生并调控ＰＡ对肺上皮细胞的侵袭，
而并非通过 ＲＯＳ介导的对 ＥＲＫ调控发挥效应。同
时，在ＰＡ感染时抑制ＲＯＳ可进一步减弱ＥＲＫ通路活
化也提示，ＲＯＳ诱导 ＥＲＫ活化可反馈性削弱 ＥＲＫ／
ＲＯＳ通路介导的ＰＡ对肺上皮细胞的侵袭。
　　综上所述，本研究揭示了 Ｔ３ＳＳ通过抑制 ＥＲＫ通
路活化促进ＲＯＳ产生增强ＰＡ对肺上皮细胞侵袭的分
子机制，其相关研究可为进一步了解 ＰＡ与宿主间相
互作用，以利于其在宿主体内的存活或定植提供新思

路，并为ＰＡ的感染防治提供新靶标。

参考文献：

［１］ＳＩＭＯＮＩＳＡ，ＫＲＥＥＲＣ，ＡＬＢＵＳＡ，ｅｔａｌ．Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙｏｆｈｉｇｈ
ｌｙｎｅｕｔｒａｌｉｚｉｎｇｈｕｍａｎａｎｔｉｂｏｄｉｅｓｔａｒｇｅｔｉｎｇＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇ
ｉｎｏｓａ［Ｊ］．Ｃｅｌｌ，２０２３，１８６（２３）：５０９８－５１１３．ｅ１９．ＤＯＩ：
１０．１０１６／ｊ．ｃｅｌｌ．２０２３．１０．００２．

［２］ＱＩＮＳＧ，ＸＩＡＯＷ，ＺＨＯＵＣＭ，ｅｔａｌ．Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉ
ｎｏｓａ：ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ，ｖｉｒｕｌｅｎｃｅｆａｃｔｏｒｓ，ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，
ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｗｉｔｈｈｏｓｔ，ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙａｄｖａｎｃｅｓａｎｄｅｍｅｒｇｉｎｇｔｈｅｒ
ａｐｅｕｔｉｃｓ［Ｊ］．ＳｉｇｎａｌＴｒａｎｓｄｕｃｔＴａｒｇｅｔＴｈｅｒ，２０２２，７（１）：
１９９．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｓ４１３９２０２２０１０５６１．

［３］ＫＵＭＡＲＮＧ，ＮＩＥＴＯＶ，ＫＲＯＫＥＮＡＲ，ｅｔａｌ．Ｐｓｅｕｄｏ
ｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａｃａｎｄｉｖｅｒｓｉｆｙａｆｔｅｒｈｏｓｔｃｅｌｌｉｎｖａｓｉｏｎｔｏｅｓ
ｔａｂｌｉｓｈｍｕｌｔｉｐｌｅｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｎｉｃｈｅｓ［Ｊ］．ｍＢｉｏ，２０２２，１３
（６）：ｅ０２７４２２２．ＤＯＩ：１０．１１２８／ｍｂｉｏ．０２７４２２２．

［４］ＫＲＯＫＥＮＡＲ，ＫＬＥＩＮＫＡ，ＭＩＴＣＨＥＬＬＰＳ，ｅｔａｌ．Ｉｎｔｒａ
ｃｅｌｌｕｌａｒｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａｉｎｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌｓｒｅｑｕｉｒｅｓｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｈｅｃａｓｐａｓｅ４ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅ［Ｊ］．
ｍＳｐｈｅｒｅ，２０２３，８（５）：ｅ００３５１２３．ＤＯＩ：１０．１１２８／ｍｓｐｈｅｒｅ．
００３５１２３．

［５］ＫＲＯＫＥＮＡＲ，ＣＨＥＮＣＫ，ＥＶＡＮＳＤＪ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｉｍｐａｃｔ
ｏｆＥｘｏＳｏｎＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａｉｎｔｅｒｎａｌｉｚａｔｉｏｎｂｙｅｐｉｔｈｅ
ｌｉａｌｃｅｌｌｓｉｓｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｏｆｆｌｅＱａｎｄｃｏｒｒｅｌａｔｅｓｗｉｔｈｂｉｓｔａｂｉｌｉｔｙ

３０５２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（２２）



ｏｆｔｙｐｅｔｈｒｅｅｓｅｃｒｅｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ［Ｊ］．ｍＢｉｏ，
２０１８，９（３）：ｅ００６６８１８．ＤＯＩ：１０．１１２８／ｍＢｉｏ．００６６８１８．

［６］ＬＩＳＹ，ＷＥＮＧＹＤ，ＬＩＸＸ，ｅｔａｌ．ＡｃｅｔｙｌａｔｉｏｎｏｆｔｈｅＣｓｐＡ
ｆａｍｉｌｙｐｒｏｔｅｉｎＣｓｐＣｃｏｎｔｒｏｌｓｔｈｅｔｙｐｅⅢ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ
ｔｈｒｏｕｇｈｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｅｘｓＡ ｉｎＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ
ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ［Ｊ］．ＮｕｃｌｅｉｃＡｃｉｄｓＲｅｓ，２０２１，４９（１２）：６７５６－
６７７０．ＤＯＩ：１０．１０９３／ｎａｒ／ｇｋａｂ５０６．

［７］ＢＵＲＮＳＲＥ，ＭＣＤＡＮＩＥＬＣＲＡＩＧＡ，ＳＵＫＨＡＮＡ．Ｓｉｔｅ
ｄｉｒｅｃｔｅｄｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓｏｆｔｈｅＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａｔｙｐｅⅢ
ｓｅｃｒｅｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍｐｒｏｔｅｉｎＰｓｃＪｒｅｖｅａｌｓａｎｅｓｓｅｎｔｉａｌｒｏｌｅｆｏｒｓｕｒ
ｆａｃｅｌｏｃａｌｉｚｅｄｒｅｓｉｄｕｅｓｉｎｎｅｅｄｌｅｃｏｍｐｌｅｘｆｕｎｃｔｉｏｎ［Ｊ］．
ＭｉｃｒｏｂＰａｔｈｏｇ，２００８，４５（３）：２２５－２３０．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．
ｍｉｃｐａｔｈ．２００８．０５．００２．

［８］ＹＵＨ，ＸＩＯＮＧＪＺ，ＺＨＡＮＧＲ，ｅｔａｌ．Ｎｄｋ，ａｎｏｖｅｌｈｏｓｔ
ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｒｅｇｕｌａｔｏｒ，ｎｅｇａｔｉｖｅｌｙｒｅｇｕｌａｔｅｓｂａｃｔｅｒｉａｌｖｉｒｕｌｅｎｃｅ
ｔｈｒｏｕｇｈｑｕｏｒｕｍｓｅｎｓｉｎｇｉｎＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ［Ｊ］．Ｓｃｉ
Ｒｅｐ，２０１６，６：２８６８４．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｓｒｅｐ２８６８４．

［９］ＪＯＵＡＵＬＴＡ，ＳＡＬＩＢＡＡＭ，ＴＯＵＱＵＩＬ．Ｍｏｄｕｌａｔｉｏｎｏｆｔｈｅ
ｉｍｍｕｎｅｒｅｓｐｏｎｓｅｂｙｔｈｅＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａｔｙｐｅⅢ ｓｅ
ｃｒｅｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ［Ｊ］．ＦｒｏｎｔＣｅｌｌＩｎｆｅｃｔＭｉｃｒｏｂｉｏｌ，２０２２，１２：
１０６４０１０．ＤＯＩ：１０．３３８９／ｆｃｉｍｂ．２０２２．１０６４０１０．

［１０］ＫＲＯＫＥＮＡＲ，ＧＡＪＥＮＴＨＲＡＫＵＭＡＲＮ，ＹＡＨＲＴＬ，ｅｔ
ａｌ．ＥｘｏｔｏｘｉｎＳｓｅｃｒｅｔｅｄｂｙｉｎｔｅｒｎａｌｉｚｅｄＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉ
ｎｏｓａｄｅｌａｙｓｌｙｔｉｃｈｏｓｔｃｅｌｌｄｅａｔｈ［Ｊ］．ＰＬｏＳＰａｔｈｏｇ，２０２２，
１８（２）：ｅ１０１０３０６．ＤＯＩ：１０．１３７１／ｊｏｕｒｎａｌ．ｐｐａｔ．１０１０３０６．

［１１］ＺＨＡＯＹ，ＳＨＡＯＦ．ＴｈｅＮＡＩＰＮＬＲＣ４ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅｉｎ
ｉｎｎａｔｅｉｍｍｕｎｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｂａｃｔｅｒｉａｌｆｌａｇｅｌｌｉｎａｎｄｔｙｐｅⅢ
ｓｅｃｒｅｔｉｏｎａｐｐａｒａｔｕｓ［Ｊ］．ＩｍｍｕｎｏｌＲｅｖ，２０１５，２６５（１）：８５－
１０２．ＤＯＩ：１０．１１１１／ｉｍｒ．１２２９３．

［１２］ＧＲＡＮＤＪＥＡＮＴ，ＢＯＵＣＨＥＲＡ，ＴＨＥＰＡＵＴＭ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅ
ｈｕｍａｎＮＡＩＰＮＬＲＣ４ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅｓｅｎｓｅｓｔｈｅＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ
ａｅｒｕｇｉｎｏｓａＴ３ＳＳｉｎｎｅｒｒｏｄｐｒｏｔｅｉｎ［Ｊ］．ＩｎｔＩｍｍｕｎｏｌ，２０１７，
２９（８）：３７７－３８４．ＤＯＩ：１０．１０９３／ｉｎｔｉｍｍ／ｄｘｘ０４７．

［１３］ＨＯＲＮＡＧ，ＲＵＩＺＪ．Ｔｙｐｅ３ｓｅｃｒｅｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍｏｆＰｓｅｕｄｏ
ｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ［Ｊ］．ＭｉｃｒｏｂｉｏｌＲｅｓ，２０２１，２４６：１２６７１９．
ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｍｉｃｒｅｓ．２０２１．１２６７１９．

［１４］ＪＡＢＩＲＭＳ，ＨＯＰＫＩＮＳＬ，ＲＩＴＣＨＩＥＮＤ，ｅｔａｌ．Ｍｉｔｏｃｈｏｎ
ｄｒｉａｌｄａｍａｇｅｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓｔｏＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａａｃｔｉｖａ
ｔｉｏｎｏｆｔｈｅｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅａｎｄｉｓｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｂｙａｕｔｏｐｈａｇｙ
［Ｊ］．Ａｕｔｏｐｈａｇｙ，２０１５，１１（１）：１６６－１８２．ＤＯＩ：１０．４１６１／
１５５４８６２７．２０１４．９８１９１５．

［１５］ＶＡＲＥＥＣＨＯＮＣ，ＺＭＩＮＡＳＥ，ＫＡＲＭＡＫＡＲＭ，ｅｔａｌ．
ＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａｅｆｆｅｃｔｏｒＥｘｏＳｉｎｈｉｂｉｔｓＲＯＳｐｒｏｄｕｃ
ｔｉｏｎｉｎｈｕｍａｎｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓ［Ｊ］．ＣｅｌｌＨｏｓｔＭｉｃｒｏｂｅ，２０１７，２１
（５）：６１１－６１８．ｅ５．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｃｈｏｍ．２０１７．０４．００１．

［１６］ＯＢＥＲＬＥＹＤＥＥＧＡＮＲＥ，ＲＥＢＩＴＳＢＷ，ＷＥＡＶＥＲＭＲ，
ｅｔａｌ．ＡｎｏｘｉｄａｔｉｖｅｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｐｒｏｍｏｔｅｓｇｒｏｗｔｈｏｆＭｙｃｏｂａｃ
ｔｅｒｉｕｍａｂｓｃｅｓｓｕｓ［Ｊ］．ＦｒｅｅＲａｄｉｃＢｉｏｌＭｅｄ，２０１０，４９（１１）：
１６６６－１６７３．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｆｒｅｅｒａｄｂｉｏｍｅｄ．２０１０．０８．０２６．

［１７］ＬＩＵＫＹ，ＷＡＮＧＸＹ，ＳＨＡＫＨ，ｅｔａｌ．Ｎｕｃｌｅａｒｐｒｏｔｅｉｎ
ＨＭＧＮ２ａｔｔｅｎｕａｔｅｓｐｙｏｃｙａｎｉｎｉｎｄｕｃｅｄｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓｖｉａ
Ｎｒｆ２ｓｉｇｎａｌｉｎｇａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｓＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａｉｎｔｅｒｎａｌ
ｉｚａｔｉｏｎｉｎＡ５４９ｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＦｒｅｅＲａｄｉｃＢｉｏｌＭｅｄ，２０１７，１０８：
４０４－４１７．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｆｒｅｅｒａｄｂｉｏｍｅｄ．２０１７．０４．００７．

［１８］ＳＡＶＩＮＯＶＡＴ，ＢＯＣＨＡＲＯＶＡＹ，ＭＡＹＡＮＳＫＩＹＮ，ｅｔａｌ．
ＴｈｅｐｈｅｎｏｍｅｎｏｎｏｆＴ３ＳＳｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎｆｏｒＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ
ａｅｒｕｇｉｎｏｓａｓｔｒａｉｎｓｆｒｏｍａｃｈｒｏｎｉｃｉｎｆｅｃｔｉｏｎｌｏｃｕｓ：ｄｏｍｕｔａ
ｔｉｏｎｓｉｎＴ３ＳＳｒｅｇｕｌａｔｏｒｓｍａｔｔｅｒ？［Ｊ］．ＭｉｃｒｏｂｉｏｌＳｐｅｃｔｒ，
２０２２，１０（３）：ｅ００４９４２２．ＤＯＩ：１０．１１２８／ｓｐｅｃｔｒｕｍ．００４９４２２．

［１９］ＪＥＯＮＪ，ＬＥＥＹＪ，ＹＵＨ，ｅｔａｌ．Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ
ＤｎａＫｓｔｉｍｕｌａｔｅｓｔｈｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆｐｅｎｔｒａｘｉｎ３ｖｉａＴＬＲ４
ｄｅｐｅｎｄｅｎｔＮＦκＢａｎｄＥＲＫｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｓ［Ｊ］．ＩｎｔＪ
ＭｏｌＳｃｉ，２０２１，２２（９）：４６５２．ＤＯＩ：１０．３３９０／ｉｊｍｓ２２０９４６５２．

［２０］ＦＡＮＪＪ，ＲＥＮＤＭ，ＷＡＮＧＪＸ，ｅｔａｌ．ＢｒｕｃｅｉｎｅＤｉｎｄｕｃｅｓ
ｌｕｎｇｃａｎｃｅｒｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄａｕｔｏｐｈａｇｙｖｉａｔｈｅＲＯＳ／
ＭＡＰＫｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｉｎｖｉｔｒｏａｎｄｉｎｖｉｖｏ［Ｊ］．ＣｅｌｌＤｅａｔｈ
Ｄｉｓ，２０２０，１１（２）：１２６．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｓ４１４１９０２０２３１７３．

［２１］ＹＵＨ，ＸＩＯＮＧＪＺ，ＱＩＵＪ，ｅｔａｌ．ＴｙｐｅⅢ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎｐｒｏ
ｔｅｉｎ，ＰｃｒＶ，ｉｍｐａｉｒｓＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａｂｉｏｆｉｌｍｆｏｒｍａ
ｔｉｏｎｂｙｉｎｃｒｅａｓｉｎｇＭ１ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｍｅｄｉａｔｅｄａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ
ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ［Ｊ］．ＦｒｏｎｔＭｉｃｒｏｂｉｏｌ，２０２０，１１：１９７１．ＤＯＩ：１０．
３３８９／ｆｍｉｃｂ．２０２０．０１９７１．

［２２］ＨＡＮＬ，ＭＡＱＭ，ＹＵＪＬ，ｅｔａｌ．Ａｕｔｏｐｈａｇｙｐｌａｙｓａｐｒｏ
ｔｅｃｔｉｖｅｒｏｌｅｄｕｒｉｎｇＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａｉｎｄｕｃｅｄａｐｏｐｔｏ
ｓｉｓｖｉａＲＯＳＭＡＰＫｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．ＩｎｎａｔｅＩｍｍｕｎ，２０２０，２６
（７）：５８０－５９１．ＤＯＩ：１０．１１７７／１７５３４２５９２０９５２１５６．

［２３］ＦＥＲＮＡＮＤＥＳＳＥ，ＳＡＩＮＩＤ Ｋ．ＴｈｅＥＲＫｐ３８ＭＡＰＫ
ＳＴＡＴ３ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇａｘｉｓｒｅｇｕｌａｔｅｓｉＮＯＳｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄＳａｌｍｏ
ｎｅｌｌａｉｎｆｅｃｔｉｏｎｉｎｓｅｎｅｓｃｅｎｔｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＦｒｏｎｔＣｅｌｌＩｎｆｅｃｔＭｉ
ｃｒｏｂｉｏｌ，２０２１，１１：７４４０１３．ＤＯＩ：１０．３３８９／ｆｃｉｍｂ．２０２１．
７４４０１３．

［２４］ＭＩＷＮ，ＷＡＮＧＣＹ，ＬＵＯＧ，ｅｔａｌ．ＴａｒｇｅｔｉｎｇＥＲＫｉｎ
ｄｕｃｅｄｃｅｌｌｄｅａｔｈａｎｄｐ５３／ＲＯＳｄｅｐｅｎｄｅｎｔｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅａｕｔｏｐｈ
ａｇｙｉｎｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＣｅｌｌＤｅａｔｈＤｉｓｃｏｖ，２０２１，７
（１）：３７５．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｓ４１４２００２１００６７７９．

［２５］ＸＩＯＮＧＨＪ，ＹＵＨＱ，ＺＨＡＮＧＪ，ｅｔａｌ．ＥｌｅｖａｔｅｄＦＢＸＬ６
ａｃｔｉｖａｔｅｓｂｏｔｈｗｉｌｄｔｙｐｅＫＲＡＳａｎｄｍｕｔａｎｔＫＲＡＳＧ１２Ｄ ａｎｄ
ｄｒｉｖｅｓＨＣＣｔｕｍｏｒｉｇｅｎｅｓｉｓｖｉａｔｈｅＥＲＫ／ｍＴＯＲ／ＰＲＥＬＩＤ２／
ＲＯＳａｘｉｓｉｎｍｉｃｅ［Ｊ］．ＭｉｌＭｅｄＲｅｓ，２０２３，１０（１）：６８．
ＤＯＩ：１０．１１８６／ｓ４０７７９０２３００５０１８．

［２６］ＹＡＮＧＹＣ，ＣＨＩＥＮＹ，ＹＡＲＭＩＳＨＹＮＡＡ，ｅｔａｌ．Ｉｎｈｉｂｉ
ｔｉｏｎｏｆｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓｉｎｄｕｃｅｄｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎ
ｓｉｔｉｏｎｉｎｒｅｔｉｎａｌｐｉｇｍｅｎｔｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｏｆａｇｅｒｅｌａｔｅｄｍａｃｕ
ｌａｒｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｍｏｄｅｌｂｙｓｕｐｐｒｅｓｓｉｎｇＥＲＫａｃｔｉｖａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｊ
ＡｄｖＲｅｓ，２０２４，６０：１４１－１５７．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｊａｒｅ．
２０２３．０６．００４．

（收稿：２０２４０９２６；修回：２０２４１０２０）

（编辑　张　维）

４０５２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（２２）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　




