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·短篇论著·

麦冬皂苷A调控NF-κB/MAPK通路对肺炎克雷伯菌
诱导的肺泡上皮细胞损伤的影响*

钟 秀1,李会荣1,徐 美1,刘安丽1,王江川1,程德云2△

1.四川大学华西医院龙泉医院呼吸与危重症医学科,四川成都
 

610199;
2.四川大学华西医院呼吸与危重症医学科,四川成都
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  摘 要:目的 探究麦冬皂苷A在肺炎克雷伯菌诱导的肺泡上皮细胞(A549细胞)损伤过程中的保护作用

及其机制。方法 在麦冬皂苷A对肺泡上皮细胞损伤的影响试验中,将A549细胞随机分为对照A组、模型A
组、麦冬皂苷 A 组、左氧氟沙星组。在核转录因子κB

 

p65(NF-κB
 

p65)与p38丝裂原 活 化 蛋 白 激 酶(p38
 

MAPK)阻断剂干扰试验中,将A549细胞随机分为对照B组、模型B组、NF-κB阻断剂组、MAPK阻断剂组。
通过 MTT试验与BrdU染色检测各组A549细胞的增殖能力。通过酶联免疫吸附试验检测各组A549细胞的

炎症因子水平。通过流式细胞术分析各组A549细胞的凋亡率。通过免疫印迹试验分析各组A549细胞中NF-
κB

 

p65与p38
 

MAPK的表达。结果 与模型A组比较,麦冬皂苷A组、左氧氟沙星组肺炎克雷伯菌诱导后的

A549细胞的增殖活性增加(P<0.05),A549细胞凋亡率减少(P<0.05),肿瘤坏死因子(TNF)-α、白细胞介素

(IL)-1β、IL-6水平降低(P<0.05)。肺炎克雷伯菌诱导后的A549细胞经麦冬皂苷A处理后,p38
 

MAPK和

NF-κB
 

p65蛋白表达降低(P<0.05)。肺炎克雷伯菌诱导后的A549细胞经NF-κB阻断剂或 MAPK阻断剂处

理后,细胞增殖活性增加(P<0.05),凋亡率及炎症因子水平降低(P<0.05)。结论 麦冬皂苷A治疗能够减

少肺炎克雷伯菌诱导的肺泡上皮细胞凋亡和炎症因子水平,并增加肺泡上皮细胞的增殖活性,并且这一作用与

麦冬皂苷A调控NF-κB与 MAPK信号通路密切相关。
关键词:麦冬皂苷A; 核转录因子κB

 

p65; p38丝裂原活化蛋白激酶; 肺炎克雷伯菌; 急性肺炎; 
A549细胞
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  肺炎克雷伯菌(Kp)是一种革兰阴性菌,存在于口

腔、皮肤和肠道的正常菌群中,也是脓毒症患者血液

培养中分离的第三大常见微生物[1]。由于抗菌药物

耐药性的出现,Kp感染迅速成为一个主要的健康威

胁[2]。由克雷伯菌引起的最常见的感染就是肺炎,即
使在抗菌药物的治疗下,其死亡率也高达50%[3]。有

研究结果表明,核转录因子κB(NF-κB)与丝裂原活化

蛋白激酶(MAPK)信号通路参与了Kp感染小鼠肺脏

组织的炎症反应,抑制NF-κB或 MAPK通路后能够

减少炎症因子的表达和中性粒细胞的募集[4]。因此,

抑制NF-κB和 MAPKs信号通路可能是治疗 Kp的

有效方案。
麦冬皂苷A是一种从麦冬中分离得到的甾体类

化合物,一直被广泛用于治疗炎症和氧 化 应 激 损

伤[5]。有研究表明,麦冬具有显著的抗炎作用和抗氧

化作用,如减少巨噬细胞和中性粒细胞的聚集,抑制

炎症细胞因子的表达,减少内皮细胞凋亡,改善微循

环等[6-7]。有研究显示,麦冬皂苷 A是麦冬属植物中

发挥抗炎作用和抗氧化作用的主要活性成分[8]。然

而,麦冬皂苷A对Kp肺炎的影响及机制鲜见系统性
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报道。因此,本研究旨在探究麦冬皂苷A在Kp诱导

的肺泡上皮细胞损伤过程中的保护作用及相关机制,
以期为麦冬皂苷A在治疗肺炎过程中的疗效提供参

考依据。
1 材料与方法

1.1 材料来源 人肺泡Ⅱ型上皮细胞(ACEⅡ)A549
细胞购自上海钰博生物科技有限公司,A549细胞在

含冻存液的冻存管中保存并置于四川大学华西医院

细胞库的液氮罐中。
1.2 仪器与试剂 分析天平,AS220.X2,波兰RAD-
WAG公司;细胞培养箱,D180,深圳瑞沃德生命科技

有限公司;多功能酶标仪,bio-rad
 

168-1130
 

iMark,美
国伯乐公司;小型高速冷冻离心机,Centrifuge

 

5424
 

R,美国艾本德公司;基础电泳仪,Keebio-BP300,上海

金鹏分析仪器有限公司;OrganoFlow
 

S-环流摇床,
MI-OFPR-S,荷兰 MIMETAS公司;倒置荧光显微

镜,vhx-5000,德国徕卡公司;流式细胞仪,FP7000,日
本索尼公司。麦冬皂苷A(纯度99%),美国Sigma有

限公司。Kp,武汉市微生物研究所。左氧氟沙星,成
都科伦药业有限公司。MTT检测试剂盒,上海碧云

天生物科技有限公司。蛋白裂解液,上海康朗生物科

技有限公司。酶联免疫吸附试验(ELISA)试剂盒,美
国赛默飞公司。p38

 

MAPK、NF-κB
 

p65、GAPDH抗

体,美国Santa
 

Cruz
 

Biotechnology公司。NF-κB
 

p65
阻断剂(PDTC)与 MAPK阻断剂(SB203580),上海

翌圣生物科技股份有限公司。TRIzol试剂,美国In-
vitrogen公司。胎牛血清,500

 

mL,上海逍鹏生物科

技有限公司;RPMI
 

1640基础培养基,500
 

mL,上海

中乔新舟生物科技有限公司。
1.3 方法

1.3.1 细胞培养与分组 将 A549细胞培养于含

8%胎牛血清的RPMI
 

1640基础培养基中,当细胞生

长至培养皿底部约65%时,使用胰酶消化细胞。在麦

冬皂苷 A 对肺泡上皮细胞损伤的影响试验中,将
A549细胞随机分为4组(每组2×106 个细胞):对照

A组、模型A组、麦冬皂苷 A组、左氧氟沙星组。使

用Kp以细胞感染复数比100∶1处理模型 A组、麦
冬皂苷 A组、左氧氟沙星组的 A549细胞,并孵育3

 

h。处理结束后,使用无菌磷酸缓冲液清洗A549细胞

3次,分别向麦冬皂苷A组、左氧氟沙星组的A549细

胞中分别加入10
 

μmol/L的麦冬皂苷A与5
 

mol/L
的左氧氟沙星。培养24

 

h后开展后续试验。
1.3.2 MTT试验与BrdU染色检测A549细胞的增

殖能力 MTT试验:将各试验组数量相同的 A549
细胞培养于96孔板,培养48

 

h,在此后的12、24、36
 

h
在培养箱每孔均用80

 

μL
 

MTT试剂处理2
 

h,随后取

出各时间点的A549细胞,弃掉培养液,使用磷酸缓冲

液漂洗细胞3次,加入二甲基亚砜振荡20
 

min,在酶

标仪中以470
 

nm处的吸光度进行检测。

BrdU染色:将A549培养于12孔板中,按照上述

方案将A549细胞随机分为4组,并按照上述方案进

行处理,处理48
 

h后,往每孔A549细胞中加入BrdU
染色试剂,孵育1

 

h后使用固定液固定各组 A549细

胞,经磷酸缓冲液漂洗各组 A549细胞后加入BrdU
抗体反应4

 

h,随后经二抗、DAPI处理后加入抗荧光

淬灭剂,最后在倒置荧光显微镜下统计阳性细胞数。
1.3.3 ELISA检测各组 A549细胞的炎症因子水

平 各组A549细胞处理完成后,收集细胞培养基上

清液。在 4
 

℃ 下 3
 

000
 

r/min 离 心 5
 

min,然 后

-80
 

℃保存上清液,采用ELISA检测细胞中肿瘤坏

死因子(TNF)-α、白细胞介素(IL)-1β、IL-6水平。
1.3.4 流式细胞术分析A549细胞的凋亡率 各组

A549细胞处理完成后,将1×106 个A549细胞转移

至500
 

μL缓冲液中,加入10
 

μL
 

FITC
 

Annexin
 

V和

10
 

μL碘化丙啶,避光情况下孵育30
 

min。随后使用

磷酸缓冲液漂洗 A549细胞,通过流式细胞仪分析

A549细胞的凋亡率。
1.3.5 免疫印迹试验分析各组A549细胞中NF-κB

 

p65与p38
 

MAPK表达 各组 A549细胞处理完成

后,弃掉培养基并使用磷酸缓冲液漂洗3次,随后用

含蛋白酶抑制剂的裂解液处理各组 A549细胞20
 

min,处理完成后用细胞刮刀收集A549细胞裂解液,
离心后收集上清液。采用考马斯亮蓝法测定蛋白浓

度。目的蛋白分离后,进一步将其转移至硝酸纤维素

膜表面,然后在5%的脱脂牛奶溶液中封闭。膜与一

级抗体(NF-κB
 

p65与p38
 

MAPK)在4
 

℃下过夜。
次日用二级抗体与硝酸纤维素膜孵育1

 

h,随后漂洗3
次,用化学发光试剂盒处理硝酸纤维素膜后在凝胶成

像系统中获取蛋白信号。
1.3.6 NF-κB

 

p65与p38
 

MAPK阻断剂干扰试验 
与1.3.1中方法相同,将A549细胞随机分为4组:对
照B组、模型B组、NF-κB阻断剂组、MAPK阻断剂

组。除对照B组外,使用Kp感染另外3组细胞3
 

h。
随后使用10

 

μmol/L的NF-κB
 

p65阻断剂(PDTC)与
MAPK阻断剂(SB203580)分别处理 NF-κB阻断剂

组、MAPK阻断剂组的细胞24
 

h,最后检测各组细胞

的增殖活性、凋亡率和炎症因子水平,试验方法同上。
1.4 统计学处理 采用SPSS23.0进行统计分析,符
合正态分布的计量资料以x±s表示,多组间比较采

用单因素方差分析(one-way
 

ANOVA)。P<0.05为

差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 麦冬皂苷 A对 A549细胞增殖能力的影响 
MTT试验结果显示,各组A549细胞培养48

 

h后,与
对照 A 组(2.26±0.51)比较,模型 A 组(0.76±
0.19)的A549细胞增殖能力减弱(P<0.05)。与模

型组比较,麦冬皂苷A组(1.61±0.32)与左氧氟沙星

组(1.58±0.28)的 A549细胞增殖能力增加(P<
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0.05)。见图1。BrdU 染色结果显示,与对照 A 组

(21.18±3.69)比较,模型A组(4.87±0.86)的A549
细胞BrdU阳性细胞数减少(P<0.05)。与模型A组

比较,麦冬皂苷A组(15.21±2.82)与左氧氟沙星组

(16.18±3.08)的 A549细胞BrdU阳性细胞数增加

(P<0.05)。见图2。
2.2 麦冬皂苷A对A549细胞凋亡率的影响 流式

细胞术分析结果显示,与对照A组[(3.03±0.58)%]
比较,模型A组[(43.85±8.28)%]的 A549细胞凋

亡率增加(P<0.05)。与模型A组比较,麦冬皂苷A
组[(15.78±3.16)%]与左氧氟沙星组[(15.13±
3.28)%]的A549细胞的凋亡率降低(P<0.05)。见

图3。
2.3 麦冬皂苷 A对 A549细胞炎症因子水平的影

响 ELISA结果显示,与对照A组比较,模型A组的

A549细 胞 中IL-1β、IL-6、TNF-α 水 平 增 加 (P<
0.05)。与模型A组比较,麦冬皂苷A组与左氧氟沙

星组的 A549细胞中IL-1β、IL-6、TNF-α水平降低

(P<0.05)。见表1。

  注:与对照A组比较,*P<0.05;与模型A组比较,#P<0.05。

图1  MTT试验分析麦冬皂苷A对A549细胞增殖

能力的影响

图2  BrdU染色分析麦冬皂苷A对A549细胞增殖能力的影响(×200)

图3  麦冬皂苷A对A549细胞凋亡率的影响
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2.4 麦冬皂苷A对NF-κB
 

p65与p38
 

MAPK表达

的影 响 免 疫 印 迹 试 验 结 果 显 示,与 对 照 A 组

(0.12±0.01、0.19±0.03)比较,模型A组(0.99±0.
46、0.98±0.19)的 A549细胞中 NF-κB

 

p65和p38
 

MAPK蛋白水平均升高(P<0.05)。与模型A组比

较,麦冬皂苷A组(0.26±0.05、0.51±0.10)和左氧

氟沙星组(0.31±0.07、0.52±0.13)的A549细胞中

p38
 

MAPK和 NF-κB
 

p65蛋白水平明显降低(P<
0.05)。见图4。

表1  麦冬皂苷A对A549细胞炎症因子

   水平的影响(x±s,pg/mL)

组别 IL-1β IL-6 TNF-α

对照A组 2.39±0.22 5.23±0.16 3.12±0.33

模型A组 9.02±0.25* 15.83±0.37* 8.05±0.56*

麦冬皂苷A 5.08±0.21# 7.86±0.17# 4.06±0.36#

左氧氟沙星组 5.02±0.19# 7.65±0.16# 3.98±0.35#

  注:与对照A组比较,*P<0.05;与模型A组比较,#P<0.05。

2.5 NF-κB
 

p65与p38
 

MAPK对肺泡上皮细胞增

殖、凋亡及炎症因子的影响 与模型 B组(NF-κB
 

p65:1.22±0.21,p38
 

MAPK:1.19±0.23)比较,NF-
κB阻断剂组的 A549细胞中 NF-κB

 

p65蛋白水平

(0.39±0.05)减少(P<0.05),MAPK 阻断剂组

A549细胞中的p38
 

MAPK蛋白水平(0.37±0.02)
减少(P<0.05)。与模型B组比较,NF-κB阻断剂组

与 MAPK阻断剂组A549细胞的增殖能力增加(P<
0.05),凋亡率下降(P<0.05),IL-1β、IL-6、TNF-α水

平降低(P<0.05)。见图5、表2。

图4  麦冬皂苷A对NF-κB
 

p65与p38
 

MAPK
表达的影响

  注:A为NF-κB
 

p65与p38
 

MAPK蛋白表达;B为各组A549细胞增殖活性;C为各组A549细胞凋亡率;与对照B组比较,*P<0.05;与模型

B组比较,#P<0.05。

图5  NF-κB
 

p65与p38
 

MAPK通路对肺泡上皮细胞增殖、凋亡能力的影响

表2  NF-κB
 

p65与p38
 

MAPK对A549细胞炎症

   因子水平的影响(x±s,pg/mL)

组别 IL-1β IL-6 TNF-α

对照B组 2.93±0.36 5.76±0.66 2.11±0.29

模型B组 10.36±0.92* 12.53±1.02* 9.03±0.82*

NF-κB阻断剂组 6.28±0.79# 7.19±0.87# 6.12±0.62#

MAPK阻断剂组 5.83±0.65# 7.62±0.95# 5.03±0.52#

  注:与对照B组比较,*P<0.05;与模型B组比较,#P<0.05。

3 讨  论

  Kp肺炎是一种由细菌引起的呼吸道感染,它对

多种抗菌药物表现出显著的耐药性,目前该类疾病死

亡率较高[1]。Kp感染后,机体在感染部位大量募集

炎症细胞(如中性粒细胞和巨噬细胞)以对抗损伤和

感染[2]。然而,这些炎症细胞释放过多炎症因子,可
进一步加重炎症反应[3]。因此,从根本上抑制 Kp肺

炎发病过程中的炎症反应对于 Kp肺炎的治疗 A具

有重要意义。有研究表明,麦冬皂苷具有较强的抗炎

和抗病毒活性,例如麦冬总皂苷和麦冬多糖能够抑制

香烟烟雾提取物诱导的16HBE细胞炎症反应,麦冬

皂苷预处理能够减轻脂多糖诱导的人肺上皮细胞的

炎症及氧化损伤[9]。此外,麦冬皂苷还能改善炎症性

肠病大鼠的炎症损伤[10]。本研究结果显示,麦冬皂苷

A可改善Kp诱导的肺泡上皮细胞损伤。具体表现为

其可促进肺泡上皮细胞存活,减少Kp诱导的肺泡上

皮细胞凋亡,降低肺泡上皮细胞炎症因子水平。此

外,本研究结果显示,麦冬皂苷A处理后,Kp感染的

肺泡上皮细胞中的NF-κB
 

p65与p38
 

MAPK表达降

低。因此,麦冬皂苷A对Kp导致的肺泡上皮细胞损

伤的影响可能与调节NF-κB/MAPK信号通路相关。
有研究报道,NF-κB是炎症通路调控的一个主要

因子,被多种介质激活的NF-κB可与炎症基因的启动

子结合,导致炎症基因表达增强和炎症反应放大,从
而导致炎症损伤[11-12]。例如复方甘草酸能够通过抑

制NF-κB通路改善病毒性肺炎小鼠的免疫功能[13]。
厚朴酚能够通过抑制NF-κB降低铜绿假单胞菌肺炎
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小鼠体内的炎症因子水平[14-15]。因此,阻断NF-κB转

录活性可能是治疗炎症性疾病的重要靶点。MAPKs
家族成员主要包括细胞外信号调节激酶、应激激活蛋

白激酶和p38
 

MAPK[16-17]。已有研究表明,当细胞外

信号调节激酶、应激激活蛋白激酶和p38MAPK异常

激活时,能够诱导一些炎症因子表达(如TNF-α、IL-
1β和IL-6)和免疫相关细胞炎症因子的释放[18-20],因
此,抑制 MAPK可降低炎症因子水平。有研究结果

证明,NF-κB与MAPK信号通路参与了Kp感染小鼠

的炎症反应,抑制NF-κB或 MAPK通路后能够减少

炎症因子的表达和中性粒细胞的募集[21-23]。与既往

研究结果类似,本研究使用NF-κB或 MAPK阻断剂

后,Kp感染的肺泡上皮细胞增殖能力增加,凋亡率和

炎症因子水平降低。因此,抑制NF-κB和 MAPK信

号通路可能是治疗Kp肺炎的有效方案。此外,在本

研究中,麦冬皂苷A显著缓解了Kp诱导的肺泡上皮

细胞损伤,降低了Kp感染的肺泡上皮细胞中NF-κB
 

p65与p38
 

MAPK水平。上述结果提示,麦冬皂苷A
能够通过抑制 Kp诱导的 NF-κB/MAPK通路激活,
进而改善Kp导致的肺泡上皮细胞损伤。然而,本研

究仅在体外试验中探究了麦冬皂苷 A对 Kp诱导的

肺泡上皮细胞损伤的影响及可能机制,未能进一步在

Kp诱导的肺炎动物模型中对麦冬皂苷A的药效进行

验证,因此在后续研究工作中需弥补这一不足。
综上所述,麦冬皂苷A能够减少Kp诱导的肺泡

上皮细胞凋亡和降低炎症因子水平,并增加肺泡上皮

细胞的增殖能力,并且这一作用与麦冬皂苷 A调控

NF-κB/MAPK通路密切相关。
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