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!!&摘要'!目的!研究角膜上皮细胞是否存在腺嘌呤核糖核苷酸活化的蛋白激酶"T53f#磷酸化及真菌
对角膜上皮细胞 T53f磷酸化和白细胞介素 J"24CJ#表达的影响(!方法!取人永生化角膜上皮细胞系%采
用实时无标记细胞多功能分析仪筛选 T53f激动剂 KC氨基CYC甲酰胺咪唑核糖核苷酸"T2;TF# "=::)<::)K::
和 = ::: %#O&84#和抑制剂化合物 ;"=:@:)=9@K)=K@:)=>@K 和 9:@: %#O&84#对角膜上皮细胞作用的安全浓度
范围( 以单纯角膜上皮细胞作为正常对照组%角膜上皮细胞与孢子共培养作为孢子对照组%在孢子对照组基
础上分别加入 T2;TF和化合物 ;作为 T2;TF组和化合物 ;组%分别培养 Y N( 采用 `.BE.D1 R&OE法检测角膜
上皮细胞磷酸化 T53f"MCT53f#和 T53f的表达%采用酶联免疫吸附测定""42WT#法测定角膜上皮细胞培
养上清液中 24CJ 质量浓度(!结果!不同浓度 T2;TF作用于角膜上皮细胞不同时间后%细胞指数总体比较差
异均无统计学意义"均 1w:@:K#( =:@: %#O&84和 =9@K %#O&84化合物 ;作用于角膜上皮细胞后细胞指数较
未处理细胞升高( 正常对照组)孢子对照组)T2;TF组和化合物 ;组 MCT53f水平分别为 :@J>m:@=K)9@K>m
:@=9)<@J>m:@KH 和 =@K:m:@K:%各组间总体比较差异有统计学意义 "Ho<9@H9:%1t:@::=#( 孢子对照组
MCT53f水平较正常对照组升高%差异有统计学意义"1t:@::=#*T2;TF组较孢子对照组 MCT53f水平升高%
化合物 ;组较孢子对照组 MCT53f水平降低%差异均有统计学意义 "均 1o:@:=:#( 正常对照组)孢子对照
组)T2;TF组和化合物 ;组 T53f相对表达量总体比较差异无统计学意义"Ho:@=9:%1o:@LK:#( 正常对照
组)孢子对照组)T2;TF组和化合物 ;组 24CJ 质量浓度分别为"=:>@H=m=>@=K#)"=KJ@<9mL@LY#)" =J>@LJm
=Y@=J#和"=9>@Y9m=L@>K#MA8#&%各组间总体比较差异有统计学意义"Ho=K@9=:%1t:@::=#%其中孢子对照组
24CJ 质量浓度较正常对照组升高%差异有统计学意义"1t:@::=#*T2;TF组 24CJ 质量浓度较孢子对照组略升
高%差异无统计学意义 "1o:@9J:#%化合物 ;组 24CJ 质量浓度较孢子对照组降低%差异有统计学意义
"1o:@:=:#(!结论!角膜上皮细胞有 T53f磷酸化表达%且真菌孢子刺激角膜上皮细胞后 T53f磷酸化增
强%24CJ 分泌增多(!
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,B./ $BEN.BMOD.0O1EDO&ADO,M-;OD1.$&.M%EN.&%$&0.&&B0OC0,&E,D./ ?%EN BMOD.B?.D.ED.$E./ ?%EN T2;TF $1/
;O#MO,1/ ;PODY NO,DB%1 EN.T2;TFADO,M $1/ ;O#MO,1/ ;ADO,M%D.BM.0E%S.&(-VN..*MD.BB%O1 OPMNOBMNOD(&$E./
T53f"MCT53f# $1/ T53f%1 0OD1.$&.M%EN.&%$&0.&&B?$B/.E.0E./ R(̀ .BE.D1 R&OE%$1/ EN.0O10.1ED$E%O1 OP24CJ
%1 EN.0,&E,D.B,M.D1$E$1E?$B/.E.D#%1./ R(.1'(#.C&%1a./ %##,1OBODR.1E$BB$(""42WT#-! I&)-/()! TPE.D
ED.$E#.1E?%EN /%PP.D.1E0O10.1ED$E%O1BOPT2;TFPOD/%PP.D.1EM.D%O/B%EN.D.?$B1OBE$E%BE%0$&B%A1%P%0$10.%1 EN.0.&&
%1/.*OP0OD1.$&.M%EN.&%$&0.&&B"$&&$E1w:@:K#-VN.0.&&%1/.*OP0OD1.$&.M%EN.&%$&0.&&B?$B%10D.$B./ ?%EN
=:@: %#O&84$1/ =9@K %#O&84;O#MO,1/ ;ED.$E#.1E0O#M$D./ ?%EN EN$EOPEN.1OD#$&0O1EDO&ADO,M-VN..*MD.BB%O1
&.S.&BOPMCT53f?.D.:@J>m:@=K%9@K>m:@=9%<@J>m:@KH $1/ =@K:m:@K:%D.BM.0E%S.&(%%1 EN.1OD#$&0O1EDO&
ADO,M%BMOD.0O1EDO&ADO,M%T2;TFADO,M $1/ ;O#MO,1/ ;ADO,M%BNO?%1A$BE$E%BE%0$&&(B%A1%P%0$1E/%PP.D.10.$#O1A
EN.# "Ho<9@H9:%1t:@::=#-VN..*MD.BB%O1 &.S.&OPMCT53f?$BB%A1%P%0$1E&(N%AN.D%1 EN.BMOD.0O1EDO&ADO,M
0O#M$D./ ?%EN EN.1OD#$&0O1EDO&ADO,M "1t:@::=#-VN..*MD.BB%O1 &.S.&OPMCT53f%1 EN.T2;TFADO,M ?$BN%AN.D
EN$1 EN$E%1 EN.BMOD.0O1EDO&ADO,M%$1/ EN..*MD.BB%O1 &.S.&OPMCT53f%1 EN.;O#MO,1/ ;ADO,M ?$B&O?.DEN$1 EN$E
%1 EN.BMOD.0O1EDO&ADO,M%$1/ EN./%PP.D.10.B?.D.BE$E%BE%0$&&(B%A1%P%0$1E" ROEN $E1o:@:=:#-VN.D.?$B1O
B%A1%P%0$1E/%PP.D.10.%1 EN.D.&$E%S..*MD.BB%O1 &.S.&OPT53f$#O1AEN.PO,DADO,MB"Ho:@=9:%1o:@LK:#-VN.
.*MD.BB%O1 &.S.&BOP24CJ 0O10.1ED$E%O1 %1 EN.1OD#$&0O1EDO&ADO,M%BMOD.0O1EDO&ADO,M%T2;TFADO,M $1/ ;O#MO,1/
;ADO,M ?.D." =:>@H=m=>@=K#%" =KJ@<9mL@LY#%" =J>@LJm=Y@=J# $1/ " =9>@Y9m=L@>K# MA8#&%D.BM.0E%S.&(%
BNO?%1A$BE$E%BE%0$&&(B%A1%P%0$1E/%PP.D.10.$#O1AEN.#"Ho=K@9=:%1t:@::=#-VN.24CJ 0O10.1ED$E%O1 OPEN.BMOD.
0O1EDO&ADO,M ?$BN%AN.DEN$1 EN$EOPEN.1OD#$&0O1EDO&ADO,M% $1/ EN./%PP.D.10.?$BBE$E%BE%0$&&(B%A1%P%0$1E
"1t:@::=#-VN.24CJ 0O10.1ED$E%O1 OPEN.T2;TFADO,M ?$BN%AN.DEN$1 EN$EOPEN.BMOD.0O1EDO&ADO,M% R,EEN.
/%PP.D.10.?$B1OEBE$E%BE%0$&&(B%A1%P%0$1E"1o:@9J:#-VN.24CJ 0O10.1ED$E%O1 OPEN.;O#MO,1/ ;ADO,M ?$B&O?.D
EN$1 EN$EOPEN.BMOD.0O1EDO&ADO,M%$1/ EN./%PP.D.10.?$BBE$E%BE%0$&&(B%A1%P%0$1E"1o:@:=:#-!O+,*/-).+,)!21
0OD1.$&.M%EN.&%$&0.&&B%T53fMNOBMNOD(&$E%O1 %BPO,1/%?N%0N %B.1N$10./ $PE.DP,1A$&BMOD.BBE%#,&$E%O1%$1/ EN.
B.0D.E%O1 OP24CJ %10D.$B.B-

":&7 ;+'0)#9[,1A%* f.D$E%E%B* "M%EN.&%$&0.&&B* 21E.D&.,a%1CJ* T/.1%1.D%RO1,0&.OE%/.$0E%S$E./ MDOE.%1
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!!腺嘌呤核糖核苷酸活化的蛋白激酶 "$/.1OB%1.
K/C#O1OMNOBMN$E.C$0E%S$E./ MDOE.%1 a%1$B.%T53f#是一
种由 ()$和 )亚基组成的异源三聚体蛋白激酶%参与
调节葡萄糖)脂质以及蛋白质的代谢和维持能量稳态%

被称为细胞能量调节器
- = 9̂. ( 近年来研究发现%T53f

信号通路除在能量代谢调节方面起关键作用外%在感
染和宿主防御方面也起到重要作用

- < Ŷ. ( 真菌性角膜
炎是由致病真菌引起的严重感染性)致盲眼病%临床抗
真菌类滴眼制剂种类有限%治疗棘手 - K Ĵ. ( 位于角膜
组织最外层的上皮细胞是角膜防御致病微生物侵袭的

第一道屏障%是防御真菌感染的关键%目前角膜上皮细
胞是否存在 T53f磷酸化尚不清楚( 在真菌性角膜
炎炎症初期及进展期%大量多形核中性粒细胞浸
润

- >. %白细胞介素 J"%1E.D&.,a%1CJ%24CJ#是一种由 =HY

个氨基酸组成的单链糖蛋白
- H. %其能促进多形核中性

粒细胞的激活
- L. ( 24CJ 以自分泌 旁̂分泌的方式起作

用%诱导驻留的角膜细胞产生巨噬细胞炎性蛋白
"#$0DOMN$A.%1P&$##$EOD(MDOE.%1%523#C9 和 523C=(-=:. %

523能促进角膜局部炎症免疫细胞聚集%从而发挥杀
菌作用( 本实验拟研究角膜上皮细胞是否存在 T53f

磷酸化以及真菌对角膜上皮细胞 T53f磷酸化及
24CJ 表达的影响%探讨 T53f磷酸化和 24CJ 在真菌性
角膜炎中的作用(

>9材料与方法

>->!材料
>->->!细胞和菌株来源!人永生化角膜上皮细胞系
;F4C===<K U;"C9"K:-b=# "美国 TV;;公司#( 腐皮
镰孢菌"编号$<-KHY:#"中国科学院微生物研究所#(
>->-!!主要试剂及仪器!上样缓冲液 W7WC3T6"
";̀ ::9HT%北京康为世纪生物科技有限公司#*3T6"

凝胶快速制备试剂盒"36==<%上海雅酶生物医药科技
有限公司#*预染蛋白 #$Da.D" y9JJ=J%美国 VN.D#O公
司#*发光底物 UF3"";4发光液 # "`bf4W:=::#)
3\7[膜"23\U:::=:# "美国 5%&&%MOD.公司#*磷酸酶
抑制剂 ;O0aE$%&! "UgCf::99#)蛋白酶抑制剂 "UgC
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f::==#)T53f磷酸化激动剂 KC氨基CYC甲酰胺咪唑核
糖 核 苷 酸 " KC$#%1O%#%/$'O&.CYC0$DRO*$#%/. =C$C7C
D%ROP,D$1OB%/.%T2;TF#"Ug=<Y=>#)T53f磷酸化抑制
剂化合物 ;"UgC=<Y=H# "美国 5;"公司#*b;T蛋白
浓度测定试剂盒 "3;::9:#)F23T裂解液 " yF::=:#
"北京索莱宝科技有限公司#*24CJ 酶联免疫吸附测定
" .1'(#.C&%1a./ %##,1OBODR.1E$BB$(% "42WT# 试 剂
""C"4CU:=:90#)$C$0E%1"武汉伊莱瑞特生物科技有
限 公 司 # * 磷 酸 化 T53f" MCT53f# (= " VND=>9 #
"Y:UL#兔单克隆抗体 " y9K<KW# )T53f("7KT9#兔
单克隆抗体" yKH<=W# "美国 ;WV公司# *UF3标记山
羊抗兔"===C:<KC::<%美国 Z$0aBO1 公司# ( 实时无标
记细胞多功能分析仪 "*;"44%A.10.FV;TW=J%杭州
艾森 生 物 有 限 公 司 # * 多 功 能 酶 标 仪 " 美 国
3.Da%1"&#.D公司# *蛋白电泳仪)化学发光仪 "美国
b%OCF$/ 公司# (
>-!!方法
>-!->!实时无标记细胞多功能分析仪筛选 T2;TF和
化合物 ;安全浓度!复苏人永生化角膜上皮细胞%待
生长状态良好后给予传代%在 "C3&$E.=J 孔板中加入
K: %&培养基%置于 FV;TWE$E%O1 完成基线测定%并确
定所选择的孔接触正常%向每孔加入含 9@:s=:Y

个细

胞的细胞悬液%每个浓度设置 < 个复孔%培养 =9 N%使
细胞充分贴壁%待培养至对数生长期时%向每孔中分别
加入浓度梯度为 =::) <::) K:: 和 = ::: %#O&84的
T2;TF以及浓度梯度为 =:@:) =9@K) =K@:) =>@K 和
9:@: %#O&84的化合物 ;%以未处理细胞作为对照%加
药结束后设置对应孔的药物名称和药物浓度及相关参

数%将实时无标记细胞多功能分析仪放入 <> n)体积
分数 K] ;I9)LK]湿度的细胞培养箱中%培养至平台
期%观察角膜上皮细胞生长指数%确定药物对角膜上皮
细胞作用的安全浓度范围( 实验重复 Y 次%取平均值(
>-!-!!细胞分组及处理!将角膜上皮细胞分为正常
对照组)孢子对照组)T2;TF组和化合物 ;组%以单纯
角膜上皮细胞作为正常对照组%角膜上皮细胞与孢子
共培养作为孢子对照组%在孢子对照组基础上分别加
入 T2;TF和化合物 ;作为 T2;TF组和化合物 ;组(
以每孔 K@:s=:J

个细胞铺板%按孢子与角膜上皮细胞
数量比为 = d=的比例%将孢子加入到含细胞的孔板中
混匀%每组均设 < 个复孔%按照对应的分组加入
T2;TF和化合物 ;%根据 T2;TF)化合物 ;对角膜上
皮细胞作用的安全浓度范围%选取 T2;TF和化合物 ;
的终浓度分别为 = ::: %#O&84和 =:@: %#O&84%放入
细胞培养箱中培养 Y N%备用( 本课题组前期预实验结

果显示%角膜上皮细胞与孢子共培养 Y N 时角膜上皮
细胞 T53f磷酸化的刺激作用最强%故本实验中选择
Y N 为培养时间(
>-!-B!`.BE.D1 R&OE法检测 MCT53f和 T53f蛋白在
角膜上皮细胞中的表达!培养结束后收集细胞%用
F23T裂解液"预先加入蛋白酶抑制剂和磷酸酶抑制
剂#冰上裂解细胞提取细胞总蛋白%b;T法测定蛋白
浓度%按照说明配制质量分数 =9@K] W7WC3T76凝
胶%==: \恒压电泳 = N%湿转法 =9: \恒压转膜 = N 至
3\7[膜( 采用质量分数 K]牛血清白蛋白溶液室温
封闭 = N%去除封闭液%分别浸入 MCT53f(="VND=>9#
兔单克隆抗体 " = d9:: # 和 T53f(兔单克隆抗体
"= d= :::#中%Y n孵育过夜%复温后用含 V?..1 9: 的
磷酸盐缓冲液洗膜 < 次*浸入 UF3标记山羊抗兔 2A6
"= d= :::#室温孵育 = N%洗膜后加入 ";4液用化学发
光仪进行显影%以 $C$0E%1 为内参( 采用 2#$A.Z分析
软件测定条带灰度值%目的蛋白相对表达量o目的蛋
白条带灰度值8$C$0E%1 条带灰度值( 实验重复 Y 次%
取平均值(
>-!-E!"42WT法测定角膜上皮细胞上清液中 24CJ 质
量浓度!各组培养 Y N 后收集细胞培养上清液%按照
试剂盒说明书进行如下操作$将标准品倍比稀释后依
次加入到酶标板孔内%每孔 =:: %&%均设 < 个复孔*于
其他孔中加入 =:: %&待测样品细胞上清原液%给予酶
标板覆膜%<> n孵育 L: #%1( 倒去孔内液体%加入
=:: %&生物素化抗体工作液%<> n孵育 J: #%1( 向每
孔加入 <K: %&洗涤液%洗涤 < 次( 加入 =:: %&酶结合
物工作液%<> n孵育 <: #%1( 进行 K 次洗涤%加入
L: %&底物溶液%<> n孵育 =K #%1%加入 K: %&终止液%
立即用酶标仪测定波长 YK: 1#处的吸光度"@#值%用
@KY: 值进行校正%绘制标准曲线%得到公式后代入数据
计算 24CJ 的质量浓度( 实验重复 Y 次%取平均值(
>-B!统计学方法

采用 W3WW 99-: 统计学软件进行统计分析%计量
资料的数据经 WN$M%DOC̀ %&a 检验符合正态分布%以 (m&
表示( 组间数据总体比较采用单因素方差分析%若方
差齐%组间两两比较采用 4W7C+检验%若方差不齐%组
间两两比较采用 V$#N$1.V9 检验( 1t:@:K 为差异有
统计学意义(

!9结果

!->!T53f激动剂 T2;TF对角膜上皮细胞作用的安
全浓度范围

不同浓度T2;TF作用于角膜上皮细胞不同时间

!K<=!中华实验眼科杂志 9:99 年 9 月第 Y: 卷第 9 期!;N%1 Z"*M IMNEN$&#O&%[.RD,$D(9:99%\O&-Y:%GO-9
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表 >9不同浓度 8?O8I作用于角膜上皮细胞不同时间后细胞指数比较"(]##
S65/&>9O+4%6'.)+,+3*&//.,0&$ +38?O8IK('&6(&0*+',&6/&%.(2&/.6/*&//)

6(L6'.+-)(.4&%+.,()64+,1 0.33&'&,(*+,*&,('6(.+,)+38?O8I "(]##

T2;TF浓度
"%#O&84#

样本量
细胞指数

=9 N 9Y N <J N YH N J: N >9 N

: Y =@:9m:@=Y 9@J>m:@:K <@LKm:@=> Y@HYm:@:9 Y@>Jm:@99 Y@L:m:@=J

=:: Y :@LLm:@=< 9@K=m:@=J <@>:m:@=> Y@<>m:@9J Y@Y>m:@Y< Y@KHm:@K:

<:: Y =@:Km:@== 9@K=m:@=H <@JJm:@J< Y@<Ym:@J9 Y@Y9m:@>L Y@KKm:@J9

K:: Y :@LJm:@=Y 9@KHm:@:< Y@:9m:@YJ Y@>Lm:@<Y Y@H<m:@JJ Y@HLm:@JY

= ::: Y :@LJm:@=L 9@YYm:@=K <@L9m:@9K Y@HKm:@<= Y@HLm:@YK Y@LHm:@KK

H值 :@9:< =@9H< :@K<= =@YLJ :@Y>9 :@Y<H

1值 :@L<= :@<Y: :@>=J :@9>K :@>KJ :@>>L

!注$"单因素方差分析#!T2;TF$KC氨基CYC甲酰胺咪唑核糖核苷酸
!GOE.$"I1.C?$(TGI\T#!T2;TF$KC$#%1O%#%/$'O&.CYC0$DRO*$#%/.=C$C7CD%ROP,D$1OB%/.

表 !9不同浓度化合物 O作用于角膜上皮细胞不同时间后细胞指数比较"(]##
S65/&!9O+4%6'.)+,+3*&//.,0&$ +3O+4%+-,0OK('&6(&0*+',&6/&%.(2&/.6/*&//)

6(L6'.+-)(.4&%+.,()64+,1 0.33&'&,(*+,*&,('6(.+,)+3O+4%+-,0O "(]##

化合物 ;浓度
"%#O&84#

样本量
细胞指数

=9 N 9Y Ny <J N# YH N# J: Ny >9 N#

: Y =@::m:@=9 9@JJm:@:K <@JLm:@KK Y@HHm:@:> Y@H<m:@=> Y@L9m:@=K

=:@: Y =@9=m:@YJ 9@>=m:@=L Y@:Hm:@<Y Y@H=m:@99 Y@LYm:@<L K@:9m:@9L

=9@K Y =@=Lm:@<: 9@<Lm:@<J <@HHm:@YJ Y@>>m:@9> K@Y:m:@:K K@YJm:@:Y

=K@: Y =@Y=m=@:< =@>>m:@HJ =@>Jm:@KK$=@>>m:@KH$ =@9Lm:@<Y$=@:Ym:@Y<$

=>@K Y :@YHm:@== :@Y9m:@=9$:@=Hm:@==$:@9Lm:@9H$ :@=:m:@:=$:@:>m:@::$

9:@: Y :@<Lm:@9< :@99m:@=<$:@9Km:@=Y$:@<Hm:@YY$ :@=9m:@:H$:@<>m:@Y>$

H值 9@=>H 9Y@=:J J=@L<> =9K@HKH <>H@<LL 99L@>:Y

1值 :@=9K t:@::= t:@::= t:@::= t:@::= t:@::=

!注$与各自对照组 " : %#O&84#比较%$1t:@:= "单因素方差分析% y$V$#N$1.V9 检验*#$4W7C+
检验#
!GOE.$;O#M$D./ ?%EN EN.D.BM.0E%S.0O1EDO&ADO,M ": %#O&84# %$1t:@:= "I1.C?$(TGI\T%y$V$#N$1.
V9 E.BE*#$4W7C+E.BE#

后%细胞指数总体比较差异均无统计学意义 "均 1w
:@:K#"表 =#%表明 T2;TF安全范围较广%在 =:: _
= ::: %#O&84均无角膜上皮细胞毒性作用( 前期预实
验结果显示%= ::: %#O&84的 T2;TF对角膜上皮细胞
T53f 磷 酸 化 的 刺 激 作 用 最 强% 因 此% 选 择
= ::: %#O&84作为 T2;TF后续实验的终浓度(
!-!!T53f抑制剂化合物 ;对角膜上皮细胞作用的
安全浓度范围

不同浓度化合物 ;作用于角膜上皮细胞后 9Y)
<J)YH)J: 和 >9 N%细胞指数总体比较差异均有统计学
意义"Ho9Y@=:J)J=@L<>)=9K@HKH)<>H@<LL)99L@>:Y%
均1t:@::=#%其中 =>@K %#O&84和 9:@: %#O&84化合
物 ;作用后 9Y N 细胞指数均低于对照组%=K@:)=>@K
和 9:@: %#O&84化合物 ;作用后 <J)YH)J: 和 >9 N 细
胞指数均低于对照组%差异均有统计学意义 "均
1t:@:=#"表 9#%表明 =:@:_=9@K %#O&84化合物 ;对
角膜上皮细胞无毒性作用( 前期
预实验结果显示%=:@: %#O&84化
合物;对角膜上皮细胞T53f磷
酸化表达即有较好的抑制作用%
因此%选择 =:@: %#O&84作为化
合物 ;后续实验的终浓度(
!-B!真菌孢子对角膜上皮细胞
T53f磷酸化的影响

`.BE.D1 R&OE检测结果显示%
与正常对照组比较%孢子对照组
和 T2;TF组 MCT53f蛋白表达
条带增强%化合物 ;组 MCT53f
蛋白表达条带减弱*各组 T53f
蛋 白 表 达 条 带 无 明 显 变 化

"图 =T#( 正常对照组)孢子对照
组) T2;TF 组 和 化 合 物 ; 组
MCT53f相对表达量分别为 :@J>m
:@=K)9@K>m:@=9)<@J>m:@KH 和
=@K:m:@K:%各组间总体比较差异
有 统 计 学 意 义 " Ho<9@H9:%
1t:@::= #% 其 中 孢 子 对 照 组
MCT53f相对表达量较正常对照
组明显升高%差异有统计学意义
"1t:@::=#*T2;TF组较孢子对
照组 MCT53f相对表达量明显升
高%化合物 ;组较孢子对照组
MCT53f相对表达量明显降低%
差异均有统计学意义 "均 1o

:@:=:#"图 =b#( 正常对照组)孢子对照组)T2;TF组
和化合物 ;组 T53f相对表达量分别为 =@:Lm:@>Y)
=@Y>m:@>H)=@YKm:@LJ 和 =@9Lm=@:Y%各组总体比较
差异无统计学意义"Ho:@=9:%1o:@LK:#"图 =;#(
!-E!真菌孢子对角膜上皮细胞培养上清液中 24CJ 表
达的影响

"42WT法测定结果显示%正常对照组)孢子对照
组)T2;TF组和化合物 ;组 24CJ 质量浓度分别为
"=:>@H=m=>@=K#)" =KJ@<9mL@LY#)" =J>@LJm=Y@=J#
和"=9>@Y9m=L@>K# MA8#&%各组间总体比较差异有统
计学意义 "Ho=K@9=:%1t:@::=#%其中孢子对照组
24CJ 质量浓度较正常对照组明显升高%差异有统计学
意义"1t:@::=#*T2;TF组 24CJ 质量浓度较孢子对照
组略升高%差异无统计学意义 "1o:@9J:#%化合物 ;
组 24CJ 质量浓度较孢子对照组明显降低%差异有统计
学意义"1o:@:=:#"图 9#(
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图 >9真菌孢子诱导的角膜上皮细胞 %K8C@:和 8C@:蛋白表达!Tb`.BE.D1 R&OE法检测电泳图!bb各组角膜上皮细胞中 MCT53f蛋白定量

结果比较!Ho<9@H9:%1t:@::=-与正常对照组比较%$1t:@:=*与孢子对照组比较%R1t:@:K"单因素方差分析%4W7C+检验%$oY#!;b各组角膜上
皮细胞中 T53f蛋白定量结果比较!Ho:@=9:%1o:@LK:"单因素方差分析%$ oY#!=b正常对照组*9b孢子对照组*<bT2;TF组*Yb化合物
;组!MCT53fb磷酸化腺苷酸激活蛋白激酶*T53fb腺嘌呤核糖核苷酸活化的蛋白激酶*$C$0E%1b$C肌动蛋白!图 !9各组角膜上皮细胞培养

上清液中 ?AKH 质量浓度比较!Ho=K@9=:%1t:@::=-与正常对照组比较%$1t:@:=*与孢子对照组比较% R1t:@:K"单因素方差分析%4W7C+检验%
$oY#!=b正常对照组*9b孢子对照组*<bT2;TF组*Yb化合物 ;组!24b白细胞介素
<.1-'&>9#$%'&)).+,+3%K8C@:6,08C@:%'+(&.,).,*+',&6/&%.(2&/.6/*&//).,0-*&057 3-,16/)%+'&)!Tb"&.0EDOMNOD.EOAD$#OPMCT53f$1/
T53fMDOE.%1BR(̀ .BE.D1 R&OE!bb;O#M$D%BO1 OPQ,$1E%E$E%S.D.B,&EBOPMCT53fMDOE.%1 %1 0OD1.$&.M%EN.&%$&0.&&B$#O1A/%PP.D.1EADO,MB!Ho<9@H9:%

1t:@::=!;O#M$D./ ?%EN EN.1OD#$&0O1EDO&ADO,M%$1t:@:=*0O#M$D./ ?%EN EN.BMOD.0O1EDO&ADO,M% R1t:@:K "I1.C?$(TGI\T%4W7C+E.BE%$oY#!
;b;O#M$D%BO1 OPQ,$1E%E$E%S.D.B,&EBOPT53fMDOE.%1 %1 0OD1.$&.M%EN.&%$&0.&&B$#O1A/%PP.D.1EADO,MB!Ho:@=9:%1o:@LK: "I1.C?$(TGI\T%
$oY#!=bGOD#$&0O1EDO&ADO,M*9bWMOD.0O1EDO&ADO,M*<bT2;TFADO,M*Yb;O#MO,1/ ;ADO,M!MCT53fbMNOBMNOD(&$E./ $/.1OB%1.K/C#O1OMNOBMN$E.C
$0E%S$E./ MDOE.%1 a%1$B.*T53fb $/.1OB%1.K /C#O1OMNOBMN$E.C$0E%S$E./ MDOE.%1 a%1$B.! <.1-'&! 9 O+4%6'.)+,+3?AKH *+,*&,('6(.+,.,*-/(-'&

)-%&',6(6,(64+,1 0.33&'&,(1'+-%)!Ho=K@9=:%1t:@::=!;O#M$D./ ?%EN EN.1OD#$&0O1EDO&ADO,M% $1t:@:=*0O#M$D./ ?%EN EN.BMOD.0O1EDO&

ADO,M%R1t:@:K "I1.C?$(TGI\T%4W7C+E.BE% $ oY# ! =bGOD#$&0O1EDO&ADO,M* 9b WMOD.0O1EDO&ADO,M* <bT2;TF ADO,M* Yb;O#MO,1/ ;ADO,M!
24b%1E.D&.,a%1

B9讨论

角膜上皮细胞是上皮类细胞的一种%T53f磷酸
化在上皮类细胞中广泛表达%如肺泡上皮 TKYL 细胞)
视网膜色素上皮细胞和唾液腺上皮细胞等

- == =̂<. ( 本
研究结果显示%角膜上皮细胞中存在 T53f磷酸化%
在真菌诱导的角膜上皮细胞中 T53f磷酸化水平升
高%且 T2;TF可以增强这一效应%化合物 ;则抑制这
一效应( 宿主对隐球菌"一种致命的真菌病原体#感
染的反应进行全面的磷酸化蛋白质组学分析结果显

示%真菌被巨噬细胞摄取后%大量不同的宿主蛋白被差
异磷酸化%包括 T53f(- =Y. %与本研究结果相似%提示
T53f磷酸化参与真菌性角膜炎的致病过程( 不仅如
此%T53f磷酸化在细菌)病毒和寄生虫等感染性疾病
中亦有重要意义

- =K =̂>. ( 目前%关于 T53f磷酸化在真
菌诱导感染性疾病中的研究仍较少%未来可深入研究
T53f磷酸化在真菌感染中的作用机制%寻找致病靶
点%为开发更多的抗真菌药物提供基础(

本研究发现真菌诱导的角膜上皮细胞培养上清液

中 24CJ 的质量浓度升高%与既往研究结果相似( 灭活
的茄病镰刀菌孢子在体外能上调人角膜上皮细胞中核

苷酸结合寡聚化结构域蛋白 9 #FGT及蛋白的表达%
并促进下游炎性因子 24CJ)24CH 和肿瘤坏死因子 (蛋
白的表达

- =H. *巴西假单胞菌以蛋白激酶 ;依赖性方式
促进人肺上皮 TKYL 细胞分泌 24CJ 和 24CH- =L. *该结果
在体内实验中亦得到证实( 24CJ 在烟曲霉菌性角膜炎
大鼠角膜中早期大量表达%中晚期达高峰 - 9:. %黑曲霉

刺激增加慢性鼻 鼻̂窦炎鼻息肉组织中促炎细胞因子

24CJ 的表达 - 9=. ( 真菌性角膜炎的免疫反应过程中%病
变早期主要是中性粒细胞发挥关键作用

- 99. %24CJ 则能
促进小鼠角膜上皮损伤的快速修复%同时伴有角膜中
的中性粒细胞和巨噬细胞表达增多

- 9<. ( 因此%24CJ 表
达的增加在真菌性角膜感染中是一种保护因素(

本研究发现%真菌刺激角膜上皮细胞后%MCT53f
表达水平和分泌的 24CJ 质量浓度均升高*在孢子刺激
的基础上加入 T2;TF%MCT53f表达水平和 24CJ 质量
浓度也升高%但与孢子对照组比较差异无统计学意义%
猜测可能是孢子刺激引起角膜上皮细胞培养上清液中

的 24CJ 质量浓度已达到高峰%接近饱和状态%故加入
T2;TF后 24CJ 的质量浓度升高幅度不明显*在孢子刺
激的基础上加入化合物 ;作用后%MCT53f表达水平
降低%24CJ 的表达亦减少%证明角膜上皮细胞 T53f
磷酸化与 24CJ 的分泌有关(

大量研究显示%核因子 +b" 1,0&.$DP$0EODC+b%
G[C+b#是炎症产生的关键因子%24CJ 是激活 G[C+b信
号传导的刺激因子和激活产物

- 9Y 9̂K. ( 本研究推测%角
膜上皮细胞在真菌刺激下激活 T53f%通过 G[C+b正
反馈调节引起炎症级联反应%以募集中性粒细胞到感
染部位( 本研究仅对角膜上皮细胞在真菌刺激下
T53f的激活以及产生的 24CJ 进行了体外研究%并未
对磷酸化 T53f促进 24CJ 产生的机制进行探讨%关于
真菌刺激角膜上皮细胞激活 T53fCG[C+bC24CJ 通路
的假说仍有待进一步的实验验证(

综上所述%本研究发现角膜上皮细胞中存在
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T53f磷酸化%在真菌孢子诱导下%角膜上皮细胞
T53f磷酸化增强%24CJ 分泌增多%从而促进炎症反
应%有利于免疫细胞向感染部位募集%对真菌的彻底清
除具有一定的意义(
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9="K# dJ<> ĴYL-7I2$=:-=:=J8)-0NO#-9:=>-:Y-::H-

-=K.f,#$D T% 6%D% W% f,#$D T- KCT#%1O%#%/$'O&.CYC0$DRO*$#%/.
D%RO1,0&.OB%/.C#./%$E./ $/.1OB%1. #O1OMNOBMN$E.C$0E%S$E./ MDOE.%1
a%1$B.$0E%S$E%O1 %1/,0.BMDOE.0E%S. %11$E. D.BMO1B.B%1 R$0E.D%$&
.1/OMNEN$&#%E%B-Z.-;.&&5%0DOR%O&%9:=J%=H" =9# d=H=K =̂H<:-7I2$
=:-====80#%-=9J9K-

-=J.;NO%Z̀ %4..Z%4..ZU%.E$&-I#.A$C< MO&(,1B$E,D$E./ P$EE($0%/B
MD.S.1EI,(,)29&>9 5,$3##%1P.0E%O1 R(%1/,0%1A$,EOMN$A(S%$T53f
$0E%S$E%O1-Z8I4.-G,ED%.1EB% 9:=L% == " L # d9=<> - 9:9= :̂K =̂H .-
NEEMB$88M,R#./-10R%-1&#-1%N-AOS8<=K::9=H8-7I2$ =:-<<L:8
1,==:L9=<>-

-=>.f%BN%#OEOV-21E.D&.,a%1CJ$/%B0OS.D(OP$M&.%OEDOM%00(EOa%1.-Z8I4.-
TDEND%E%BF.BVN.D% 9::J% H W,MM&9 dW9 - 9:9= :̂K =̂L .-NEEMB$88
M,R#./-10R%-1&#-1%N-AOS8=JHLL=:J8-7I2$=:-==HJ8$D=L=J-

-=H.李豪亮%朱然%张希熹%等-茄病镰刀菌对人角膜上皮细胞 GI79 表
达及相关炎症因子分泌水平的影响-Z.-眼科新进展%9:9=%Y="># d
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