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左氧氟沙星通过下调核苷酸结合寡聚化结构域２抑制
脂多糖诱导的肺泡上皮细胞凋亡及炎性反应
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　　摘要　目的：探讨左氧氟沙星对脂多糖（ＬＰＳ）诱导的人肺泡上皮细胞凋亡及炎性因子表达的影响及其对核苷酸
结合寡聚化结构域２（ＮＯＤ２）的调控作用。方法：体外培养肺泡上皮细胞，使用浓度为１５μｇ／ｍＬ的ＬＰＳ处理２４ｈ，设
置实验１、２、３组（左氧氟沙星分别为０．３、０．６、０．９μｍｏｌ／ｍＬ与ＬＰＳ共同处理细胞２４ｈ）。流式细胞术检测细胞凋亡
率；酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）检测白介素（ＩＬ）１０、肿瘤坏死因子（ＴＮＦ）α、ＩＬ１８的水平；ＮＯＤ２过表达后，采用上
述方法检测细胞凋亡率及ＩＬ１０、ＴＮＦα、ＩＬ１８水平；蛋白免疫印迹法（ＷＢ）检测天冬氨酸特异性的半胱氨酸蛋白水
解酶３（ｃａｓｐａｓｅ３）、裂解的ｃａｓｐａｓｅ３（ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３）、ＮＯＤ２的表达量。结果：ＬＰＳ诱导后与对照组比较，模型组细
胞凋亡率、ｃａｓｐａｓｅ３、ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３、ＮＯＤ２蛋白水平、ＴＮＦα及ＩＬ１８水平升高，而 ＩＬ１０水平降低（Ｐ均 ＜０．０５）；
０．３μｍｏｌ／ｍＬ（实验１组）、０．６μｍｏｌ／ｍＬ（实验２组）、０．９μｍｏｌ／ｍＬ（实验３组）左氧氟沙星可明显降低ＬＰＳ诱导的细
胞凋亡率、ｃａｓｐａｓｅ３、ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３、ＮＯＤ２蛋白水平、ＴＮＦα及 ＩＬ１８水平，而提高 ＩＬ１０水平（Ｐ均 ＜０．０５）。
ＮＯＤ２过表达可明显降低０．９μｍｏｌ／ｍＬ左氧氟沙星对肺泡上皮细胞凋亡及炎性反应的作用。结论：左氧氟沙星可能
通过调控ＮＯＤ２的表达抑制肺泡上皮细胞凋亡及炎性反应。
　　关键词　左氧氟沙星；核苷酸结合寡聚化结构域２；肺炎；凋亡；炎性因子
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　　肺泡上皮细胞属于肺组织肺泡上的一层细胞，
具有屏障功能，若肺组织发生损伤，肺泡上皮细胞在

修复过程中可发挥调控作用。肺泡上皮细胞凋亡是

引发肺炎的重要生理变化
［１］，核苷酸结合寡聚化结

构域 ２（ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｂｉｎｄｉｎｇｏｌｉｇｏｍｅｒｉｚａｔｉｏｎｄｏｍａｉｎ２，
ＮＯＤ２）在肺炎组织中表达上调［２，３］。脂多糖（ｌｉ
ｐｏｐｏｌｙｓａｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）是革兰氏阴性菌细胞壁的主要
生物活性成分，与炎症反应有关

［４～６］。左氧氟沙星

可用于治疗获得性肺炎，并可降低炎症因子水

平
［７］。但左氧氟沙星对肺泡上皮细胞凋亡及炎性

因子表达水平的影响尚未阐明。本研究以 ＬＰＳ建
立肺泡上皮细胞损伤模型

［８，９］，探讨左氧氟沙星对

肺泡上皮细胞凋亡、炎症反应和ＮＯＤ２表达的影响。

材料与方法

　　１．材料与试剂：左氧氟沙星（上海丹施，粉剂）；
ＬＰＳ（美国 Ｓｉｇｍａ公司）；人肺泡上皮细胞（美国
ＡＴＣＣ细胞库）；ｐｃＤＮＡ３．１（上海索宝生物）；Ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００（美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）；细胞凋亡试剂
盒（上海润成生物）；白介素（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，ＩＬ）１０、肿
瘤坏死因子（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ，ＴＮＦ）α、ＩＬ１８酶
联免疫吸附试验（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓ
ｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）检测试剂盒（上海恒远生物）；兔抗人天
冬氨酸特异性的半胱氨酸蛋白水解酶 ３（ｃｙｓｔｅｉｎｙｌ
ａｓｐａｒｔａｔｅｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ３，ｃａｓｐａｓｅ３）、裂解的
ｃａｓｐａｓｅ３（ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３）、磷酸甘油醛脱氢酶
（ｒｅｄｕｃｅｄ ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，
ＧＡＰＤＨ）抗体（美国 ＣＳＴ公司）；兔抗人 ＮＯＤ２抗体
（美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司）。
２．方法：
（１）实验处理与分组：模型组肺泡上皮细胞

（１×１０５个／ｍＬ）以１５μｇ／ｍＬ的 ＬＰＳ刺激２４ｈ［１０］，
对照组肺泡上皮细胞（１×１０５个／ｍＬ）正常培养。
设置 实 验 １、２、３组：分 别 以 左 氧 氟 沙 星
０．３μｍｏｌ／ｍＬ、０．６μｍｏｌ／ｍＬ、０．９μｍｏｌ／ｍＬ与ＬＰＳ共
同处理细胞（１×１０５个／ｍＬ）２４ｈ［１１］。

分别将ｐｃＤＮＡ３．１、ｐｃＤＮＡ３．１ＮＯＤ２转染至肺
泡上皮细胞（１×１０５个／ｍＬ），使用浓度为１５μｇ／ｍＬ
的ＬＰＳ与左氧氟沙星０．９μｍｏｌ／ｍＬ共同处理细胞
２４ｈ，分别记作实验３＋ｐｃＤＮＡ３．１组、实验３＋ｐｃＤ
ＮＡ３．１ＮＯＤ２组。

（２）四甲基偶氮唑蓝（ｍｅｔｈｙｌｔｈｉａｚｏｌｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉ
ｕｍ，ＭＴＴ）法检测细胞增殖：将对照组、模型组与实
验１、２、３组的细胞接种至９６孔板中，添加 ＭＴＴ溶

液（５ｍｇ／ｍＬ），３７℃孵育４ｈ。将２００μＬ二甲亚砜
溶液移入每孔，使结晶甲瓒溶解。使用酶标仪在

５５０ｎｍ处捕获吸光度并计算增殖抑制率。增殖抑
制率 ＝１００％ －实验组吸光度／对照组吸光度 ×
１００％。

（３）流式细胞术检测细胞凋亡率：根据凋亡试
剂盒的说明步骤，各组肺泡上皮细胞加入５００μＬ结
合缓冲液，在流式细胞仪上检测细胞凋亡率。

（４）ＥＬＩＳＡ检测 ＩＬ１０、ＴＮＦα、ＩＬ１８水平：根据
试剂盒的说明步骤，各组肺泡上皮细胞培养上清液

采用 ＥＬＩＳＡ法进行 ＩＬ１０、ＴＮＦα、ＩＬ１８的水平测
定。

（５）蛋白免疫印迹法（ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，ＷＢ）检测
ｃａｓｐａｓｅ３、ＮＯＤ２、ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达：采用
蛋白提取试剂提取各组肺泡上皮细胞总蛋白，用十

二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳分离、转膜、封

闭，加入 ｃａｓｐａｓｅ３（１：１０００）、ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３（１：
１０００）、ＮＯＤ２（１：８００）、ＧＡＰＤＨ（内参）一抗与相应
二抗（１：５０００），室温孵育１ｈ后以电化学发光试剂
显影，应用 ＩｍａｇｅＪ软件分析 ｃａｓｐａｓｅ３、ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ３、ＮＯＤ２条带灰度值。
３．统计学分析：采用ＳＰＳＳ２１．０统计学软件，计

量资料以３次重复实验的（ｘ－±ｓ）表示，２组间比较
采用独立样本 ｔ检验，多组间比较采用单因素方差
分析，两两比较采用 ＬＳＤｔ检验。以 Ｐ＜０．０５为差
异有统计学意义。

结　果

　　１．左氧氟沙星增高肺泡上皮细胞增殖抑制率：
与对照组比较，模型组细胞增殖抑制率显著升高

（Ｐ＜０．０５）；与模型组比较，实验１、２、３组细胞增殖
抑制率降低（Ｐ均 ＜０．０５），实验３组间进行两两比
较，差异无统计学意义（Ｐ均＞０．０５），见表１。

表１　左氧氟沙星对各组肺泡上皮细胞增殖抑制率的影响
（％，ｘ－±ｓ，ｎ＝３）

　组别 抑制率

对照组 ０．００±０．００
模型组 １０．４３±０．５６

实验１组 ４．８６±０．４１＃

实验２组 ５．０１±０．４９＃

实验３组 ５．６２±０．４４＃

Ｆ值 ２２４．１６３
Ｐ值 ０．０００

注：与对照组比较，Ｐ＜０．０５；与模型组比较，＃Ｐ＜０．０５
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图１　左氧氟沙星对ＬＰＳ诱导的肺泡上皮细胞凋亡的影响（注：Ａ为各组细胞凋亡情况；Ｂ为各组细胞ｃａｓｐａｓｅ３、ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３蛋
白表达情况）

表２　左氧氟沙星对ＬＰＳ诱导的肺泡上皮细胞凋亡的影响（ｘ－±ｓ，ｎ＝３）

组别 细胞凋亡率（％） ｃａｓｐａｓｅ３ ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３
对照组 ８．０１±０．９１ ０．２３±０．０１ ０．１４±０．０２
模型组 ２３．０５±１．９６ ０．７１±０．０３ ０．６２±０．０６

实验１组 １９．３１±１．６５＃ ０．５６±０．０２＃ ０．５１±０．０４＃

实验２组 １５．０３±１．３５＃△ ０．４６±０．０２＃△ ０．３８±０．０３＃△

实验３组 １１．３５±１．１２＃△▲ ０．３３±０．０１＃△▲ ０．２５±０．０３＃△▲

Ｆ值 ５１．９２１ ２８０．８１６ ７５．５０７
Ｐ值 ０．０００ ０．０００ ０．０００

注：与对照组比较，Ｐ＜０．０５；与模型组比较，＃Ｐ＜０．０５；与实验１组比较，△Ｐ＜０．０５；与实验２组比较，▲Ｐ＜０．０５

表３　左氧氟沙星对ＬＰＳ诱导的肺泡上皮细胞中炎性细胞因子的影响（ｎｇ／Ｌ，ｘ－±ｓ，ｎ＝３）

组别 ＩＬ１０ ＴＮＦα ＩＬ１８
对照组 ３２１．１６±３０．０３ １３．１５±１．２７ ２５９．３０±２４．４７
模型组 ９１．６８±８．１９ ４７．８９±３．４２ ５８７．６９±４３．９１

实验１组 １３３．００±１１．９８＃ ３６．４５±２．８８＃ ４９１．５５±３７．６６＃

实验２组 １９８．７５±１７．５４＃△ ２６．４３±１．９８＃△ ４０４．７３±３０．６９＃△

实验３组 ２６４．２６±２１．０８＃△▲ １６．５５±１．５６＃△▲ ３３６．６１±２５．８１＃△▲

Ｆ值 ７０．４３２ １１０．１３０ ４４．６８４
Ｐ值 ０．０００ ０．０００ ０．０００

注：与对照组比较，Ｐ＜０．０５；与模型组比较，＃Ｐ＜０．０５；与实验１组比较，△Ｐ＜０．０５；与实验２组比较，▲Ｐ＜０．０５

图２　ＮＯＤ２蛋白的表达

　　２．左氧氟沙星抑制 ＬＰＳ诱导的肺泡上皮细胞
凋亡：与对照组比较，模型组细胞凋亡率、ｃａｓｐａｓｅ３
及ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３蛋白水平升高（Ｐ均 ＜０．０５）；
与模型组比较，实验１、２、３组细胞凋亡率、ｃａｓｐａｓｅ３
及ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３蛋白水平降低（Ｐ均＜０．０５），且实
验１、２、３组的凋亡率、ｃａｓｐａｓｅ３及ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３蛋
白水平依次降低（Ｐ均＜０．０５），见图１、表２。

　　３．左氧氟沙星抑制 ＬＰＳ诱导的肺泡上皮细胞
中炎性细胞因子表达：与对照组比较，模型组 ＩＬ１０
水平降低，而ＴＮＦα、ＩＬ１８水平升高（Ｐ均＜０．０５）；
与模型组比较，实验 １、２、３组 ＩＬ１０水平升高，而
ＴＮＦα、ＩＬ１８水平降低（Ｐ均＜０．０５），且实验１、２、３
组ＩＬ１０水平依次升高，ＴＮＦα、ＩＬ１８水平依次降低
（Ｐ均＜０．０５），见表３。

　　４．左氧氟沙星抑制 ＬＰＳ诱导的肺泡上皮细胞
中ＮＯＤ２表达：与对照组比较，模型组ＮＯＤ２蛋白水
平升高（Ｐ＜０．０５）；与模型组比较，实验１、２、３组
ＮＯＤ２蛋白水平降低（Ｐ均＜０．０５），且实验１、２、３组
ＮＯＤ２蛋白水平依次降低（Ｐ均＜０．０５），见图２、表４。

表４　左氧氟沙星对ＬＰＳ诱导的肺泡上皮细胞中ＮＯＤ２表达的影响（ｘ－±ｓ，ｎ＝３）

组别 ＮＯＤ２
对照组 ０．２１±０．０１
模型组 ０．６８±０．０３

实验１组 ０．５７±０．０２＃

实验２组 ０．４１±０．０２＃△

实验３组 ０．３１±０．０１＃△▲

Ｆ值 ２８６．４２１
Ｐ值 ０．０００

注：与对照组比较，Ｐ＜０．０５；与模型组比较，＃Ｐ＜０．０５；与

实验１组比较，△Ｐ＜０．０５；与实验２组比较，▲Ｐ＜０．０５
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图３　上调ＮＯＤ２表达联合左氧氟沙星对ＬＰＳ诱导的肺泡上皮细胞凋亡的影响（注：Ａ为各组细胞凋亡情况；Ｂ为各组细胞ｃａｓｐａｓｅ３、
ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达情况）

表５　上调ＮＯＤ２表达联合左氧氟沙星对ＬＰＳ诱导的肺泡上皮细胞凋亡的影响（ｘ－±ｓ，ｎ＝３）

　　　组别 ＮＯＤ２ 细胞凋亡率（％） ｃａｓｐａｓｅ３ ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３
实验３＋ｐｃＤＮＡ３．１组 ０．１３±０．０１ １１．３５±１．１９ ０．３３±０．０１ ０．２２±０．０２
实验３＋ｐｃＤＮＡ３．１ＮＯＤ２组 ０．３１±０．０１ ２０．５９±２．００ ０．５９±０．０２ ０．５１±０．０５
ｔ值 ２２．０４５ ６．８７７ ２０．１４０ ９．３２７
Ｐ值 ０．０００ ０．００２ ０．０００ ０．００１

表６　上调ＮＯＤ２表达联合左氧氟沙星对ＬＰＳ诱导的肺泡上皮细胞中炎性细胞因子的影响（ｎｇ／Ｌ，ｘ－±ｓ，ｎ＝３）

　　　组别 ＩＬ１０ ＴＮＦα ＩＬ１８
实验３＋ｐｃＤＮＡ３．１组 ３２１．１０±３０．３７ １６．５６±１．６０ ３３６．６０±２６．１６
实验３＋ｐｃＤＮＡ３．１ＮＯＤ２组 １１６．７４±１２．５３ ４０．３３±２．１４ ５３１．２９±３２．７６
ｔ值 １０．７７４ １５．４０８ ８．０４４
Ｐ值 ０．０００ ０．０００ ０．００１

（下转第２８０页）

　　５．上调 ＮＯＤ２表达联合左氧氟沙星对 ＬＰＳ诱
导肺泡上皮细胞凋亡的影响：与实验３＋ｐｃＤＮＡ３．１
组比较，实验３＋ｐｃＤＮＡ３．１ＮＯＤ２组 ＮＯＤ２蛋白水
平增高，说明 ｐｃＤＮＡ３．１ＮＯＤ２转染成功；同时，细
胞凋亡率、ｃａｓｐａｓｅ３及 ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３蛋白水平
升高（Ｐ均＜０．０５），见图３、表５。
　　６．上调 ＮＯＤ２表达联合左氧氟沙星对 ＬＰＳ诱
导的肺泡上皮细胞中炎性细胞因子的影响：与实验

３＋ｐｃＤＮＡ３．１组比较，实验３＋ｐｃＤＮＡ３．１ＮＯＤ２组
ＩＬ１０水平降低，而 ＴＮＦα、ＩＬ１８水平升高（Ｐ均 ＜
０．０５），见表６。

讨　论

　　左氧氟沙星可用于治疗肺炎［１２］。本研究 ＬＰＳ
刺激后，肺泡上皮细胞凋亡率增加，与 Ｘｉｏｎｇ等［１３］

的研究结果一致，且随左氧氟沙星浓度的增加而显

著降低，提示左氧氟沙星能够以剂量依赖性方式减

弱ＬＰＳ诱导的肺泡上皮细胞凋亡，左氧氟沙星通过
下调ｃａｓｐａｓｅ３表达而抑制 ＬＰＳ诱导的肺泡上皮细
胞凋亡，减轻细胞损伤。本研究中炎症反应发生时

ＩＬ１０水平降低，而ＴＮＦα、ＩＬ１８水平升高，与既往

研究结果一致
［１４，１５］，ＴＮＦα等炎症因子的释放可促进

细胞凋亡，随左氧氟沙星浓度的增加，ＩＬ１０水平逐渐
升高，ＴＮＦα、ＩＬ１８水平逐渐降低，提示左氧氟沙星可
能通过降低ＴＮＦα、ＩＬ１８水平及提高ＩＬ１０水平，抑制
炎症反应进而抑制细胞凋亡，且呈剂量依赖效应。

ＮＯＤ２通过介导人气道平滑肌细胞中胸腺基质
淋巴细胞生成素的表达促进细胞增殖及炎症反

应
［１６］。ＮＯＤ２通过转化生长因子 β激活激酶 １

（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ ａｃｔｉｖａｔｅｄｋｉｎａｓｅ１，
ＴＡＫ１）核因子ＫＢ（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒκＢ，ＮＦκＢ）途径
及自噬激活而调节肺炎球菌脑膜炎小鼠的小胶质细

胞炎症反应
［１７］。文献报道 ＮＯＤ２在肺炎球菌性肺

炎中发挥重要调控作用
［１８］。本研究显示 ＬＰＳ处理

后肺泡上皮细胞中 ＮＯＤ２表达上调，而经不同浓度
的左氧氟沙星处理后肺泡上皮细胞中ＮＯＤ２表达下
调，下调ＮＯＤ２的表达后肺泡上皮细胞凋亡率降低，
ＩＬ１０水平升高，ＴＮＦα、ＩＬ１８水平降低，上调ＮＯＤ２
的表达后细胞凋亡率显著升高，ＩＬ１０水平降低，ＴＮＦ
α、ＩＬ１８水平升高，逆转左氧氟沙星对肺泡上皮细胞凋
亡及炎症反应的作用，提示左氧氟沙星可能通过调控

ＮＯＤ２的表达从而抑制肺泡上皮细胞凋亡及炎症反应。
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