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［［摘 要］］   目的目的：：探讨烟曲霉 （Af） 对人支气管上皮细胞 DNA 损伤和白细胞介素 33 （IL-33）表达的

影响，阐明其相关作用机制。方法方法：：采用不同浓度 （1、5 和 10 mg·L-1） Af 刺激支气管上皮 BEAS-2B
细胞，筛选合适的刺激浓度。采用 N-乙酰半胱氨酸 （NAC） 和 Af 刺激 BEAS-2B 细胞时，将细胞分为

对照组、Af 组、NAC 组和 Af+NAC 组。采用 DNA 双链断裂修复抑制剂 NU7441 和 Af 刺激 BEAS-2B
细胞时，将细胞分为对照组、Af 组、NU7441 组和 Af+NU7441 组。采用彗星实验检测各组细胞彗星

尾部 DNA 百分率，采用免疫荧光法检测各组细胞中 DNA 损伤相关蛋白磷酸化组蛋白 H2AX （γH2AX）

表达水平，采用 2，7-二氯荧光素二乙酸酯 （DCFH-DA） 荧光探针法检测各组细胞中活性氧 （ROS） 水

平 ，采用实时荧光定量 PCR （RT-qPCR） 法检测各组细胞中 IL-33、胸腺基质淋巴细胞生成素 （TSLP）

和白细胞介素 25 （IL-25） mRNA 表达水平， 采 用 Western blotting 法 检 测 各 组 细 胞 中 磷 酸 化 核 因 子

κB （p-NF-κB）、磷酸化共济失调毛细血管扩张突变 （p-ATM） 和 γH2AX 蛋白表达水平。结果结果：：与对照组

比较，1 mg·L-1 Af 组细胞中彗星尾部 DNA 百分率和 γH2AX 表达水平差异无统计学意义 （P>0. 05），

5 mg·L-1 Af 组细胞中彗星尾部 DNA 百分率和 γH2AX 表达水平明显升高 （P<0. 01）；与 5 mg·L-1 Af 组

比较，10 mg·L-1 Af组细胞中彗星尾部 DNA 百分率和 γH2AX 表达水平均明显升高 （P<0. 01）。与对照组

比 较 ， 1 mg·L-1 Af 组 支 气 管 上 皮 细 胞 中 ROS 水 平 明 显 升 高 （P<0. 05）； 与 1 mg·L-1 Af 组 比 较 ，

5 mg·L-1 Af 组细胞中 ROS 水平明显升高 （P<0. 01）；与 5 mg·L-1 Af 组比较，10 mg·L-1 Af 组细胞中

ROS 水平明显升高 （P<0. 05）。NAC 处理后，与 Af 组比较，Af+NAC 组细胞中彗星尾部 DNA 百分

率 （P<0. 01）、 γH2AX 表 达 水 平 （P<0. 05） 和 ROS 水 平 （P<0. 01） 明 显 降 低 ； NU7441 处 理 后 ，

与 Af 组比较，Af+NU7441 组细胞中彗星尾部 DNA 百分率明显升高 （P<0. 01），γH2AX 表达水平明

显 升 高 （P<0. 01）。 RT-qPCR 检 测 ， NAC 处 理 后 ， 与 对 照 组 比 较 ， Af 组 细 胞 中 IL-33 mRNA 表达

水平明显升高 （P<0. 05）；与 Af 组比较，Af+NAC 组细胞中  IL-33 mRNA 表达水平明显降低 （P<
0. 05）；NU7441 处理后，与 Af 组比较，Af+NU7441 组细胞中 IL-33 mRNA 表达水平明显升高 （P<
0. 05）。 Western  blotting 法 检 测 ， NAC 处 理 后 ， 与 对 照 组 比 较 ， Af 组 细 胞 中 p-NF-κB、p-ATM 和

γH2AX 蛋白表达水平明显升高 （P<0. 05）；与 Af 组比较，Af+NAC 组细胞中 p-NF-κB、p-ATM 和

γH2AX 蛋白表达水平明显降低 （P<0. 05）。NU7441 处理后，与 Af 组比较，Af+NU7441 组细胞中

p-NF-κB、p-ATM 和 γH2AX 蛋白表达水平明显升高 （P<0. 05）。结论结论：：Af 通过引起人支气管上皮细

胞 DNA 损伤促进细胞中 IL-33 表达，其机制可能与激活 ATM/NF-κB 信号通路有关。
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Effect of Aspergillus fumigatus on DNA damage and IL-33 
expression in human bronchial epithelial cells and its mechanism

WANG Qiao, ZENG Ziling, WANG Xing, MA Ning, WANG Zhibin, XU Guofeng, YUAN Xiefang, 
WANG Xiaoyun, LI Yuejiao, TANG Hongmei, ZHANG Yun

（Laboratory of Inflammation and Allergy， Affiliated Hospital， Southwest Medical University， 
Luzhou 646000， China）

ABSTRACT  Objective：To discuss the effect of Aspergillus fumigatus （Af） on DNA damage and 
interleukin （IL）-33 expression in the human bronchial epithelial cells， and to clarify its related mechanism.  
Methods：Different concentrations （1， 5， and 10 mg·L ⁻ ¹） of Af were used to stimulate the bronchial 
epithelial BEAS-2B cells to select the appropriate stimulation concentration.  When the BEAS-2B cells 
were treated with N-acetylcysteine （NAC） and Af， the cells were divided into control group， Af group， 
NAC group， and Af+NAC group.  When the BEAS-2B cells were treated with DNA double-strand break 
repair inhibitor NU7441 and Af， the cells were divided into control group， Af group， NU7441 group， 
and Af+NU7441 group.  The comet assay was used to detect the percentages of comet tail DNA of cells in 
various groups ； immunofluorescence  method was used to detect the expression levels of DNA damage-

related protein phosphorylated H2AX（γH2AX） in the cells in various groups； 2，7-dichlorofluorescein 
diacetate （DCFH-DA） fluorescence probe was used to detect the levels of reactive oxygen species （ROS） 
in the cells in various groups； real-time fluorescence quantitative PCR （RT-qPCR） method was used to 
detect the expression levels of interleukih-33 （IL-33），  thymic  stromal  lymphopoietin （TSLP），  and 
interleukih-25 （IL-25） mRNA in the cells in various groups； Western blotting method was used to detect 
the expression levels of phosphorylated nuclear factor κB （p-NF-κB）， phosphorylated ataxia telangiectasia 
mutated （p-ATM）， and γH2AX proteins in the cells in various groups.  Results：Compared with control 
group ， the percentage of comet tail DNA and the expression level of γ H2AX in the cells in 1 mg·L⁻¹ 
Af group showed no significant difference （P>0. 05）， while the percentage of comet tail DNA and the 
expression level of γH2AX in the cells in 5 mg·L ⁻ ¹ Af group were significantly increased （P<0. 01）； 
compared with 5 mg·L⁻¹ Af group， the percentage of comet tail DNA and the expression level of γH2AX 
in the cells in 10 mg·L⁻¹ Af group were significantly increased （P<0. 01）.  Compared with control group， 
the ROS levels in the bronchial epithelial cells in 1 mg·L ⁻ ¹ Af group was significantly increased （P<
0. 05）； compared with 1 mg·L ⁻ ¹ Af group， the ROS level in the cells in 5 mg·L ⁻ ¹ Af group was 
significantly  increased （P<0. 01）；  compared  with  5 mg·L⁻¹ Af group，  the  ROS  level in  the  cells  in 
10 mg·L ⁻ ¹ Af group was significantly increased （P<0. 05）.  After treatment of NAC， compared with 
Af group， the percentage of comet tail DNA （P<0. 01）， the expression level of γH2AX （P<0. 05）， and 
the ROS level （P<0. 01） in the cells in Af+NAC group were significantly decreased； after treatment of 
NU7441， compared with Af group， the percentage of comet tail DNA and the expression level of γH2AX 
in the cells in Af+NU7441 group were significantly increased （P<0. 01）.  The RT-qPCR results showed 
that after treatment of NAC， compared with control group， the expression level of IL-33 mRNA in the cells 
in Af group was significantly increased （P<0. 05）； compared with Af group， the expression level of IL-33 
mRNA in the cells in Af+NAC group was significantly decreased （P<0. 05）； after treatment of NU7441， 
compared with Af group， the expression level of IL-33 mRNA in the cells in Af+NU7441 group was 
significantly increased （P<0. 05）.  The Western blotting results showed that after treatment of NAC， 
compared with control group， the expression levels of p-NF-κB， p-ATM， and γH2AX proteins in the cells 
in Af group were significantly increased （P<0. 05）； after treatment of NU7441， compared with Af group， 
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the expression levels of p-NF- κB， p-ATM ， and γH2AX proteins in the cells in Af+NAC group 
were  significantly  decreased （P<0. 05）；  After  treat  ment  of  NU7441，  compared  with Af  group，  the 
expression levels of p-NF- κB， p-ATM， and γH2AX proteins in the cells in Af+NU7441 group were 
significantly increased （P<0. 05）.  Conclusion： Af promotes the IL-33 expression in the human bronchial 
epithelial cells by causing DNA damage， and its mechanism may be related to the activation of ATM/NF-κB 
signaling pathway.
KEYWORDS Aspergillus fumigatus； DNA damage； Interleukin-33； Bronchial epithelial cell；
Reactive oxygen species

烟曲霉 （Aspergillus fumigatus，Af） 是迄今为

止曲霉菌属中最常见的致病菌种，其分生孢子可以

被吸入并深嵌入人体气道，引起多种肺部疾病，包

括支气管哮喘和侵袭性肺曲霉菌病，特别是在免疫

功能低下患者中 ［1］。研究 ［2-4］ 显示：支气管上皮细

胞在抗 Af 免疫中起重要作用，其中细胞因子的产

生 是 关 键 。 白 细 胞 介 素 33 （interleukin-33， IL-33）
是白细胞介素 1 （interleukin-1， IL-1） 家族中的核

细 胞 因 子 ， 主 要 由 支 气 管 上 皮 细 胞 表 达 ， 在 2 型

免 疫 反 应 和 过 敏 性 气 道 疾 病 中 发 挥 重 要 作 用 ［5］。

Af 能诱导多种上皮细胞表达 IL-33，包括人鼻窦上

皮细胞 ［6］、人角膜上皮细胞 ［7］ 和鼠肺上皮细胞 ［8］，

但 Af 对人支气管上皮细胞中 IL-33 表达的影响及其

机制尚不清楚。当暴露于过敏原［9］、空气细颗粒物 ［10］

和煤尘 ［11］ 时，支气管上皮细胞 DNA 发生损 伤 。 宿

主来源的受损 DNA 被认为是损伤相关分子模式，能

诱导 2 型免疫反应和过敏性炎症 ［12］。研究 ［13-14］ 显示：

DNA 损伤能调节 IL-33 表达水平。本研究以人支气

管上皮细胞为研究对象，探讨 Af 对其 DNA 损伤和

IL-33 表达的影响，分析其潜在的分子机制。

1 材料与方法  

1. 1　　细胞细胞、、主要试剂和仪器主要试剂和仪器　　BEAS-2B 细 胞 由 中

国 科 学 院 细 胞 库 馈 赠 。 10% 胎 牛 血 清 购 于 美 国 康

宁 公 司 ， 高 糖 杜 氏 改 良 Eagle 培 养 基 （Dulbecco’s 
modified Eagle medium，DMEM） 购于上海源培生

物 科 技 股 份 有 限 公 司 ， Af 购 于 美 国 Stallergenes 
Greer 生 物 制 药 公 司 ， CometChip 试 剂 盒 购 于 美 国

Trevigen 生 物 技 术 公 司 ， 人 磷 酸 化 组 蛋 白 H2AX
（phosphorylated γH2AX， γH2AX） 抗 体 购 于 德 国

默克集团生命科学部，Alexa Fluor 555 购于赛默飞

世尔科技 （中国） 有限公司，4'，6-二脒基- 2-苯基

吲 哚 （4'， 6-diamidino-2-phenylindole， DAPI） 即

用型溶液、活性氧 （reactive oxygen species，ROS）

检 测 试 剂 盒 、  聚 偏 二 氟 乙 烯 （polyvinylidene 

fluoride， PVDF） 膜 、 细 胞 裂 解 液 、 二 喹 啉 甲 酸

（bicinchoninic acid，BCA） 试剂盒 （增强型） 和十

二 烷 基 硫 酸 钠 - 聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳 （sodium 
dodecylsulfate-polyacrylamide gel electrophoresis，

SDS-PAGE） 试剂盒购于广州碧云天生物技术有限

公司，逆转录试剂盒和实时荧光定量 PCR （real-time 
fluorescence quantitative PCR， RT-qPCR） 试 剂 盒

购于南京诺维赞生物科技有限公司，Western blotting
抗 体 甘 油 醛 -3- 磷 酸 脱 氢 酶 （glyceraldehyde-3-

phosphate   dehydrogenase， GAPDH）、 核  因  子  κB
（nuclear   factor   κB，  NF- κB）、 磷  酸  化  NF- κB
（phosphorylated NF-κB，p-NF-κB）、共济失调毛细

血 管 扩 张 突 变 （ataxia  telangiectasia  mutation，

ATM） 和 磷 酸 化 ATM （phosphorylated ATM ，

p-ATM） 购于美国 Cell Signaling Technology 公司，

超 敏 增 强 化 学 发 光 （enhanced chemiluminescence，

ECL） 试 剂 盒 购 于 四 正 柏 生 物 有 限 公司，N-乙酰

半 胱 氨 酸 （N-acetylcysteine， NAC） 购 于 美 国  
Sigma-Aldrich 公  司 ， DNA 双 链 断 裂 修 复 抑 制 剂

NU7441 购于美国 Selleck Chemicals 公司，4% 多聚

甲醛购于北京兰杰柯科技有限公司，牛血清白蛋白

（bovine serum  albumin，BSA） 购于德国 BioFroxx
公 司 。 奥 林 巴 斯 转 盘 式 共 聚 焦 显 微 镜 Spin10 购 于

日本奥林巴斯公司，凝胶成像分析仪购自美国伯乐

公 司 ， Centrifuge 5810R 离 心 机 购 自 德 国 艾 本 德 公

司，Nano400 微量分光光度计购自北京原平皓生物

技 术 有 限 公 司 ， LightCycler480 Ⅱ RT-qPCR 系 统

购自瑞士罗氏医学仪器公司。

1. 2　　 细 胞 分 组 和 处 理细 胞 分 组 和 处 理　　 BEAS-2B 细 胞 培 养 于 含

10% 胎 牛 血 清 的 DMEM 中 ， 并 置 于 37 ℃ 、 5% 
CO2 恒温培养箱中培养。将细胞接种于 6 孔细胞培

养板中 （5×105/孔）。24 h 后，采用不同浓度 （1、

5 和 10 mg·L-1） Af 刺激细胞时，将细胞分为对照组

（0 mg·L-1 Af 组）， 1、 5 和 10 mg·L-1 Af 组 。 采 用

NAC 处 理 细 胞 时 ， 将 细 胞 分 为 对 照 组 、 Af 组 、
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NAC 组 和 Af+NAC 组 ； 采 用 NU7441 处 理 细 胞

时，将细胞分为对照组、Af 组、NU7441 组和 Af+
NU7441 组。

1. 3　　彗星实验观察各组细胞彗星尾部彗星实验观察各组细胞彗星尾部 DNA 百分率百分率　　

 采  用  Af 刺  激  细  胞  时，将  细  胞  分  为  对  照  组
（0 mg·L-1 Af 组） 和 1、5 及 10 mg·L-1 Af 组；采用

Af+NAC 刺激细胞时，将细胞分为对照组、Af 组、

NAC 组和 Af+NAC 组；采用 Af 和 NU7441 刺激细

胞 时 ， 将 细 胞 分 为 对 照 组 、 Af 组 、 NU7441 组 和

Af+NU7441 组 。 对 照 组 细 胞 采 用 二 甲 基 亚 砜 处

理 。 24 h 后 ， 采 用 CometChip 试 剂 盒 进 行 彗 星 实

验。显微镜下观察各组细胞 DNA 损伤情况。DNA
损 伤 水 平 以 各 组 细 胞 彗 星 尾 部 DNA 百 分 率 表 示 ，

采用 comet Aassay （上海 Instem Information Systems
有限公司） 分析 DNA 百分率。

1. 4　　免疫荧光法检测各组细胞中免疫荧光法检测各组细胞中 γH2AX 表达水表达水

平平　　将处理后的细胞在室温下采用 4% 多聚甲醛固

定 10 min， 磷 酸 盐 缓 冲 液 （phosphate buffer 
solution，PBS） 洗涤 3 次，每次 5 min；采用 0. 3% 
Triton X-100 穿 孔 15 min， PBS 缓 冲 液 洗 涤 3 次 ，

每次 5 min；采用 2% BSA 封闭 30 min，γH2AX 一

抗 （1∶200） 4 ℃孵育过夜，PBS 缓 冲 液 洗涤 3 次，

每次 5 min，与 Alexa Fluor 555 偶联二抗 （1∶500）

在 室 温 下 孵 育 2 h。 室 温 下 采 用 DAPI 染 色 细 胞 核

5 min， 采 用 奥 林 巴 斯 转 盘 式 共 聚 焦 显 微 镜 Spin10
观察各组细胞核中 γH2AX 表达情况，计算 γH2AX
表达水平。γH2AX 表达水平=γH2AX 阳性细胞数/

总细胞数×100%。

1. 5　　 2，，7-- 二 氯 荧 光 素 二 乙 酸 酯二 氯 荧 光 素 二 乙 酸 酯 （（2，，7--

dichlorodihydrofluorescein diacetate，，DCFH--DA））

荧光探针法检测各组细胞中荧光探针法检测各组细胞中 ROS 水平水平　　按 “1. 2”

中 分 组 方 法 采 用 Af 和 NAC 刺 激 BEAS-2B 细 胞 。

处理 24 h 后，PBS 缓冲液洗涤，采用含 10 μmol·L-1 
DCFA-DA 的 DMEM 37 ℃ 孵 育 细 胞 30 min， PBS
缓 冲 液 洗 涤 ， 采 用 奥 林 巴 斯 转 盘 式 共 聚 焦 显 微 镜

Spin10 观 察 细 胞 中 ROS 荧 光 强 度 ， 以 各 组 细 胞 中

ROS 平均荧光强度代表 ROS 水平。

1. 6　　RT--qPCR 法检测各组细胞中法检测各组细胞中 IL--33、、胸腺基质胸腺基质

淋 巴 细 胞 生 成 素淋 巴 细 胞 生 成 素（（thymic stromal lymphopoietin，，

TSLP））和 白 细 胞 介 素和 白 细 胞 介 素 25（（interleukin--25，，IL--25）） 

mRNA 表达水平表达水平　　将处理好的细胞按照 RNA 提取

试 剂 盒 说 明 书 提 取 RNA； 采 用 微 量 分 光 光 度 计

测 定 细 胞 中 总 RNA 纯 度 和 浓 度 ， 控 制 A （260） / 
A （280） 在 1. 8~2. 2。取 2 μg 各样本总 RNA，采

用逆转录试剂盒合成 cDNA。反应总体积为 20 μL：

RNA和 ddH2O共 16 μL，RT-qPCR Master Mix 4 μL。

逆转录程序：37 ℃、15 min，85 ℃、5 s。cDNA 纯

化后采用 PCR仪进行 PCR扩增。反应总体积为10 μL：

cDNA 模板 1 μL，引 物 1 μL， SYBR qPCR Master 
Mix 5 μL， ddH2O 3 μL。 PCR 反 应 程 序 ： 95 ℃
预 变性 30 s，扩增循环 95 ℃、5 s，56 ℃、34 s，共

40 个 循 环 。 以 GAPDH 为 参 照 品 ， 采 用 2－ΔΔCt 法 计

算 各 组 细 胞 中 IL-33、 TSLP 和 IL-25 mRNA 表 达

水平。RT-qPCR引物序列见表 1。

1. 7　　Western blotting 法检测各组细胞中法检测各组细胞中 p--NF--κB、、

p--ATM 和和 γH2AX 蛋白表达水平蛋白表达水平　　 细 胞 刺 激 结 束

后，吸去培养基，PBS 洗涤 1 次，加入含 1% 磷酸

酶 抑 制 剂 和 1 mmol·L-1 苯 甲 基 磺 酰 氟 的 裂 解 液

100 μL。 冰 上 裂 解 10 min 后 ， 将 细 胞 裂 解 液

12 000 r·min-1 （4 ℃） 离 心 10 min， 收 集 上 清 液 ，

采 用 BCA 试 剂 盒 测 定 蛋 白 浓 度 。 然 后 将 样 品 与

SDS-PAGE 蛋 白 上 样 缓 冲 液 混 匀， 100°C 变 性

5 min。 配 制 12% 的 SDS-PAGE 凝 胶 ， 80 V 电 泳

1. 5 h，200 mA 转膜 2 h，5% 脱脂奶粉封闭 1 h，三

羟甲基氨基甲烷吐温 20 缓冲液 （tris-buffered saline 
with Tween-20， TBST） 洗 涤 3 次 ， 加 入 抗 体

GAPDH （1∶2 000）、p-NF-κB （1∶1 000）、NF-κB
（1∶1 000）、p-ATM （1∶1 000）、ATM （1∶1 000）
和 γH2AX （1∶ 1 000）， 4 ℃过 夜 孵 育 。 TBST 洗

涤 3 次，4 ℃孵育二抗 2 h，TBST 洗涤 3 次，ECL

表表 1　　RT-qPCR 引物序列引物序列

TabTab..   11　　Primer sequences of RTPrimer sequences of RT--qPCRqPCR

Gene
IL-33
IL-25
TSLP
GAPDH

Forward sequence (5'-3')                              
GCCTGTCAACAGCAGTCTACTG
AACCGCCACCCAGAGTCCTGT
TATCTGGTGCCCAGGCTATTCG
GTCTCCTCTGACTTCAACAGCG

Reverse sequence (5'-3')                                     
TGTGCTTAGAGAAGCAAGATACTC
ACAGGCAACGGGCGTGGTACA
TGAAGCGACGCCACAATCCTTG
ACCACCCTGTTGCTGTAGCCAA
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超敏化学底物显影。采用 Image J 软件分析各蛋白

条带灰度值，计算目的蛋白表达水平。γH2AX 蛋

白表达水平=γH2AX 蛋白条带灰度值/GAPDH 蛋

白条带灰度值，蛋白磷酸化水平=磷酸化蛋白条带

灰度值/总蛋白条带灰度值。

1. 8　　统计学分析统计学分析　　采 用 SPSS 23. 0 统 计 软 件 进 行

统 计 学 分 析 。 各 组 细 胞 中 彗 星 尾 部 DNA 百 分 率 ，

γH2AX 表 达 水 平 ， ROS 水 平 ， IL-33、 TSLP 和

IL-25 mRNA 表 达 水 平 ， p-NF- κB、 p-ATM 和

γH2AX 蛋 白 表 达 水 平 均 符 合 正 态 分 布 ， 以 x±s 表

示，多组间样本均数比较采用单因素方差分析，组

间 样 本 均 数 两 两 比 较 采 用 Tukey-Kramer 检 验 。 以

P<0. 05 为差异有统计学意义。

2 结  果  

2. 1　　Af 处理后各组细胞中彗星尾部处理后各组细胞中彗星尾部 DNA 百分率百分率

和和 γH2AX 表 达 水 平表 达 水 平　　 与 对 照 组 比 较 ， 1 mg·L-1 

Af 组 细 胞 中 彗 星 尾 部 DNA 百 分 率 差 异 无 统 计 学

意 义 （P>0. 05）， 5 mg·L-1 Af 组 细 胞 中 彗 星 尾 部

DNA 百 分 率 明 显 升 高 （P<0. 01）； 与 5 mg·L-1 
Af 组 比 较 ， 10 mg·L-1 Af 组 细 胞 中 彗 星 尾 部 DNA
百分率明显升高 （P<0. 01），见图 1 和 2。免疫荧

光 法 检 测 结 果 显 示：与 对 照 组 比 较， 1 mg·L-1 
Af 组 细 胞 中 γH2AX 表 达 水 平 差 异 无 统 计 学 意 义

（P>0. 05）， 5 mg·L-1 Af 组 细 胞 中 γH2AX 表 达 水

平 明 显 升 高 （P<0. 01）； 与 5 mg·L-1 Af 组 比 较 ，

10 mg·L-1 Af 组 细 胞 中 γH2AX 表 达 水 平 明 显 升 高

（P<0. 01）， 见 图 3 和 图 4。 Western blotting 法 检

测 结 果 显 示：与 对 照 组 比 较，10 mg·L-1 Af 组

细 胞 中 γH2AX 蛋 白 表 达 水 平 明 显 升 高 （P<
0. 05）；与 5 mg·L-1 Af 组比较，10 mg·L-1 Af 组细

胞 中 γH2AX 蛋 白 表 达 水 平 明 显 升 高 （P<0. 01），

见图 5。

2. 2　　Af 处理后各组细胞中处理后各组细胞中 ROS 水平水平　　与对照组比

较，1 mg·L-1 Af 组细胞中 ROS 水平明显升高 （P<
0. 05）；与 1 mg·L-1 Af 组比较，5 mg·L-1 Af 组细胞

中 ROS 水平明显升高 （P<0. 01）；与 5 mg·L-1 Af 组

比 较 ， 10 mg·L-1 Af 组 细 胞 中  ROS 水 平 明 显 升 高

（P<0. 05）。见图 6 和 7。后续实验选用 10 mg·L-1 Af
作为实验组剂量。

2. 3　　NAC 处理后各组细胞中彗星尾部处理后各组细胞中彗星尾部 DNA 百分百分

率率、、γH2AX 表达水平和表达水平和 ROS 水平水平　　彗 星 实 验 结 果

显示：与对照组比较，Af 组细胞中彗星尾部 DNA
百分率明显升高 （P<0. 01），NAC 组彗细胞中星

尾 部 DNA 百 分 率 差 异 无 统 计 学 意 义 （P>0. 05）；

与 Af 组比较，Af+NAC 组细胞中彗星尾部 DNA 百

分率明显降低 （P<0. 01）。免疫荧光法结果显示：

与对照组比较，Af 组细胞中 γH2AX 表达水平明显

升高 （P<0. 01），NAC 组细胞中 γH2AX 表达水平

A B C D

A： Control group； B： 1 mg·L-1 Af group； C： 5 mg·L-1 Af group； D： 10 mg·L-1 Af  group.
图图 1 各组细胞中彗星尾部各组细胞中彗星尾部 DNA 表达情况表达情况(×200)

Fig. 1 Expressions of comet tail DNA in cells in various groups

100

80

60

40

20

0

*

△

Contro
l

P
er

en
ta

ge
 o

f 
co

m
et

 t
ai

l 
D

N
A

 (
η/

%
)

1 mg·L
-1  Af

5 mg·L
-1  Af

10 mg·L
-1  Af

*P<0. 01 vs control group； △P<0.01 vs 5 mg · L-1 Af group.
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Fig. 2　　 Percentages  of  comet  tail  DNA in  cells  in 

various  groups
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差 异 无 统 计 学 意 义 （P>0. 05）； 与 Af 组 比 较 ，

Af+NAC 组细胞中 γH2AX 表达水平明显降低 （P<

0. 05）。DCFH-DA 荧光探针法检测结果显示：与对

照 组 比 较 ， Af 组 细 胞 中 ROS 水 平 明 显 升 高 （P<
0. 01）， NAC 组 细 胞 中 ROS 水 平 差 异 无 统 计 学 意

义 （P>0. 05）；与 Af 组比较，Af+NAC 组细胞中

ROS 水平明显降低 （P<0. 01），见图 8 和 9。

2. 4　　 NAC 处 理 后 各 组 细 胞 中处 理 后 各 组 细 胞 中 IL--33 、、TSLP 和和

IL--25 mRNA 表达水平表达水平　　 RT-qPCR 结 果 显 示 ： 与

对照组比较，Af 组细胞中 IL-33 mRNA 表达水平明

显升高 （P<0. 05）；与 Af 组比较，Af+NAC 组细

胞 中 IL-33 mRNA 表 达 水 平 明 显 降 低 （P<0. 05）。

各组细胞中 TSLP 和 IL-25 mRNA 表达水平比较差

异无统计学意义 （P>0. 05）。见图 10。

2. 5　　NAC 处理后各组细胞中处理后各组细胞中 p--NF--κB、、p--ATM 和和

γH2AX 蛋白表达水平蛋白表达水平　　Western blotting 检 测 结 果

显示：与对照组比较，Af 组细胞 p-NF-κB、p-ATM
和 γH2AX 蛋 白 表 达 水 平 明 显 升 高 （P<0. 05），

NAC 组细胞 p-NF-κB、p-ATM 和 γH2AX 蛋白表达
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Fig. 4　　 Expression levels of γH2AX in cells in various 

groups 
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图图 5　各组细胞中　各组细胞中 γH2AX 蛋白表达电泳图蛋白表达电泳图（（A））和直条图和直条图（（B））

Fig. 5　　Electrophoregram (A) and histogram (B) of expressions of γH2AX protein in cells in various groups

A B C D

A： Control group； B： 1 mg·L-1 Af group； C： 5 mg·L-1 Af group； D： 10 mg·L-1 Af  group.
图图 3　免疫荧光法检测各组细胞中　免疫荧光法检测各组细胞中 γH2AX 表达情况表达情况(×400)

Fig. 3　　Expressions of γH2AX in cells in various groups detected by immunofluorescence assay(×400)
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水平差异无统计学意义 （P>0. 05）；与 Af 组比较，

Af+NAC 组 细 胞 中 p-NF- κB、 p-ATM 和 γH2AX
蛋白表达水平明显降低 （P<0. 05）。见图 11。

2. 6　　NU7441 处理后各组细胞中彗星尾部处理后各组细胞中彗星尾部 DNA 百百

分率和分率和 γH2AX 表达水平表达水平　　彗星实验结果显示：与

对照组比较，Af 组细胞中彗星尾部 DNA 百分率明

显升高 （P<0. 01）；与 Af 组比较，Af+NU7441 组

细胞中彗星尾部 DNA 百分率明显升高 （P<0. 01）。

免 疫 荧 光 结 果 显 示 ： 与 对 照 组 比 较 ， Af 组 细 胞 中

γH2AX 表达水平明显升高 （P<0. 01），与 Af 组比

较 ， Af+NU7441 组 细 胞 中 γH2AX 表 达 水 平 明 显

升高 （P<0. 01）。见图 12 和 13。

2. 7　　 NU7441 处 理 后 各 组 细 胞 中处 理 后 各 组 细 胞 中 IL--33 mRNA 和和

p--NF--κB、、p--ATM及及γH2AX蛋白表达水平蛋白表达水平　　RT-qPCR
检 测 结 果 显 示 ： 与 对 照 组 比 较 ， Af 组 细 胞 中

IL-33 mRNA 表达水平升高 （P<0. 01），NU7441 组

细 胞 中 IL-33 mRNA 表 达 水 平 差 异 无 统 计 学 意 义

（P>0. 05）；与 Af 组比较，Af+NU7441 组细胞中

IL-33 mRNA 表 达 水 平 明 显 升 高 （P<0. 05）。

Western blotting 检 测 结 果 显 示 ： 与 对 照 组 比 较 ，

Af 组细胞中 p-NF-κB、p-ATM 和 γH2AX 蛋白表达

水 平 明 显 升 高 （P<0. 05 或 P<0. 01），NU7441 组

细 胞 中 p-NF-κB 和 γH2AX 蛋白表达水平明显升高

（P<0. 05）；与 Af 组比较，Af+NU7441 组细胞中

p-NF- κB、 p-ATM 和 γH2AX 蛋 白 表 达 水 平 明 显

升 高 （P<0. 05 或 P<0. 01）。见图 14。

3 讨  论  

Af 是一种霉菌，人类每天吸入约几百个 Af 分

生 孢 子 ［15］。 在 健 康 宿 主 中 ， 真 菌 孢 子 从 呼 吸 道 中

迅速清除。然而，在免疫缺陷 （例如中性粒细胞减

少 症 ， 哮 喘 或 空 洞 性 肺 病） 患 者 中 ， Af 孢 子 可 以

持 续 存 在 ， 定 植 并 导 致 曲 霉 菌 病 ［16］。 近 年 来 支 气

管上皮细胞与 Af 的相互作用成为研究热点，但关

于支气管上皮细胞在抗曲霉菌防御中的作用尚不明

确。本课题组假设 Af 可直接诱导高水平的 ROS 生

成，并对支气管上皮细胞造成 DNA 损伤。Af 引发

肺部疾病的详细机制尚未阐明，进一步研究可能有

助于通过控制 ROS 诱导的支气管上皮细胞 DNA 损

伤来有效治疗 Af 相关的肺部疾病。

ROS 是 细 胞 代 谢 的 副 产 物 ， 当 细 胞 产 生 的

ROS 超 过 其 抗 氧 化 能 力 时 ， 细 胞 中 的 大 分 子 如

DNA、 脂 质 和 碳 水 化 合 物 等 可 能 会 受 到 损 害 ［17］。

过 量 ROS 在 气 道 和 肺 部 引 发 各 种 病 理 变 化 ， 包 括

气 道 反 应 性 增 加 和 肺 部 炎 症 等 ［18］。 研 究 ［19］ 显 示 ：

Af 菌丝通过促进 ROS 产生激活单核细胞中 NOD 样

受体热蛋白结构域相关蛋白 3 炎症小体。过量 ROS
已 被 广 泛 证 明 能 造 成 DNA 氧 化 损 伤 ［20］。 DNA 的

持 续 氧 化 损 伤 与 多 种 肺 部 疾 病 有 关 ， 如 慢 性 肺

A B C D

A： Control group； B-D： 1， 5， and 10 mg·L-1 Af groups.
图图 6　　DCFH--DA 荧光探针法检测各组细胞中荧光探针法检测各组细胞中 ROS 表达情况表达情况(×200)

Fig. 6　　Expressions of ROS in cells in various groups detected by DCFH--DA fluorescence probe method(×200)
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图图 7　各组细胞中　各组细胞中 ROS 水平水平

Fig. 7　　Levels of ROS in cells in various groups
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病 ［21］、 肺 动 脉 高 压 ［22］ 和 肺 部 肿 瘤 ［23］ 等 。 本 研 究

结果显示：Af 刺激的支气管上皮细胞中 DNA 损伤

明显增加，提示 Af 可以通过诱导支气管上皮细胞

氧化应激促进 DNA 损伤。

研究 ［13］ 显示：腺病毒转导通过激活 DNA 损伤

机制促进内皮细胞中 IL-33 表达，依赖于 DNA 损伤

传感器双链断裂修复核酸酶和干扰素调节因子 1，而

非下游 DNA 损伤反应信号。本研究结果显示：Af

刺激支气管上皮细胞 IL-33 分泌，而 NAC 处理可抑

制 IL-33 分泌，提示 Af通过引起 DNA 损伤促进 IL-33

表达。研究 ［24］ 显示：IL-33 可通过 IL-1 受体肿瘤发

生抑制蛋白 2 介导其生物学效应，激活 NF-κB，并

驱 动 体 外 极 化 的 2 型 辅 助 T 淋 巴 细 胞 （type 2 
helper T lymphocyte，Th2），产生 Th2 相关的细胞

因 子 。 蛋 白 激 酶 ATM 被 认 为 是 响 应 DNA 损 伤 的

关键信号成分，主要由 DNA 双链断裂 （double-strand 
breakage， DSB） 的 传 感 器 Mre11-Rad50-Nbs1 三

聚体复合物将其募集并激活 ［25］。活化的 ATM 通过

NF- κB 必 需 调 节 剂 （NF- κB essential modulator，

NEMO） 的 修 饰 促 使 ATM/NEMO 复 合 物 输 出 到

ControlControl Af NAC Af+NAC

γH2AX/DAPI

ROS

DNA

图图 8　各组细胞中　各组细胞中 DNA 损伤情况损伤情况、、γH2AX 表达情况和表达情况和 ROS 荧光强度荧光强度(×200)

Fig. 8　　DNA damage, expressions of γH2AX and fluorescence intensities of ROS in cells in various groups(×200)
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图图 9　　NAC 处理后各组细胞中彗星尾部处理后各组细胞中彗星尾部 DNA 百分率百分率（（A）、）、γH2AX 表达水平表达水平（（B））和和 ROS 水平水平（（C））

Fig. 9　　 Percentages of comet tail DNA（（A））, positive expression levels of γH2AX（（B））, and levels of ROS（（C）） in cells 

in various groups after treated with NAC
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图图 10　各组细胞中　各组细胞中 IL--33(A)、、TSLP(B)和和 IL--25(C) mRNA 表达水平表达水平

Fig. 10　　Expression levels of IL--33(A), TSLP (B), and IL--25(C) mRNA in cells in various groups
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Lane 1： Control group； Lane 2： Af group； Lane 3： NAC group； Lane 4： Af+NAC group. *P<0.01 vs control group； △P<0.05 vs Af 
group.

图图 11　各组细胞中　各组细胞中 p--NF--κB、、NF--κB、、p--ATM、、ATM 和和 γH2AX 蛋白表达电泳图蛋白表达电泳图（（A））和直条图和直条图(B~D)

Fig. 11　　 Electrophoregram（（A）） and histograms (B-D) of expressions of p--NF-- κB, NF-- κB, p--ATM, ATM and 

γH2AX proteins in cells in various groups

  DNA
（（×200））

Af NAC Af+NAC

  γH2AX/
      DAPI
（（×400））

Control

图图 12　　NU7441 处理后各组细胞中彗星尾部处理后各组细胞中彗星尾部 DNA 和和 γH2AX 表达情况表达情况

Fig. 12　　Expressions of DNA in comet tail and γH2AX in cells in various groups after treated with NU7441
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细 胞 质 中 触 发 NF-κB 信 号 转 导 ［26］。NF-κB 是一种

主要的氧化还原敏感转录因子，能调节多个促炎基

因的转录，如 IL-33、IL-1β、IL-6、IL-18 和 Toll 样

受 体 4 的 表 达 ， 从 而 引 发 炎 症 反 应 ［27-28］。 研 究 ［29］

显示：Af 能刺激巨噬细胞产生 ROS 和 NF-κB 的激

活 。 本 研 究 结 果 显 示 ： Af 刺 激 使 支 气 管 上 皮 细 胞

中 p-NF-κB、p-ATM 和 γH2AX 蛋白表达水平升高，

而 NAC 可 降 低 其 表 达 。 NU7441 是 一 种 高 度 有 效
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图图 13　　NU7441 处理后各组细胞中彗星尾部处理后各组细胞中彗星尾部 DNA 百分率百分率（（A））和和 γH2AX 表达水平表达水平（（B））

Fig. 13　　Percentages of comet tail DNA （（A）） and positive expression levels of γH2AX（（B）） in cells in various groups
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A： Histogram of expression level of IL-33 mRNA； B： Electrophoregram of expression levels of p-NF- κB， NF- κB， p-ATM， ATM and 
γH2AX proteins（Lane 1： Control group； Lane 2： Af group； Lane 3： NU7441 group； Lane 4： Af+NU7441 group）； C-E： Histograms 
of expression levels of p-NF-κB， p-ATM/ATM， and γH2AX. *P<0.05， **P<0.01 vs control group； △P<0.05， △△P<0.01 vs Af group.

图图 14　各组细胞中　各组细胞中 IL--33 mRNA 表达水平和表达水平和 p--NF--κB、、NF--κB、、p--ATM、、ATM 及及 γH2AX 蛋白表达水平蛋白表达水平

Fig. 14　　 Expression  levels  of  IL--33  mRNA  and  p--NF--κB,NF--κB,p--ATM,ATM, and γH2AX  proteins  in  cells  in 

various  groups
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的、选择性 DNA 依赖性蛋白激酶抑制剂，可诱导

DNA DSB 并延缓其修复 ［30］。本研究采用 NU7441
再 次 验 证 DNA 损 伤 对 IL-33 mRNA 水 平 及

p-NF- κB、 p-ATM 和 γH2AX 蛋 白 表 达 水 平 的 影

响 ， 结 果 显 示 ： NU7441 可 增 强 Af 的 作 用 ， 提 示

Af 诱导的 DNA 损伤可能通过激活 ATM/NF-κB 通

路促进 IL-33 表达上调。

综 上 所 述 ， Af 通 过 诱 导 ROS 引 发 的 DNA 损

伤促进 IL-33 表达，引发 Th2 型细胞反应，可能与

ATM/NF-κB 通 路 有 关 ， 但 其 具 体 机 制 仍 需 进 一

步 研 究 。 未 来 应 进 一 步 结 合 动 物 实 验 和 临 床 试 验

探索 Af 的炎症作用机制，为寻找 Af 治疗靶点提供

依据。
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