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ＰＡＲ￣２ 在烟曲霉菌感染的人角膜上皮细胞中的作用

牛雅文ꎬ李凤娇
(山东第一医科大学附属省立医院ꎬ山东 济南 ２５００２１)

摘要:目的　 研究蛋白酶激活受体￣２(ｐｒｏｔｅａｓｅ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ￣２ꎬ ＰＡＲ￣２)在烟曲霉菌感染的人永生化角膜上皮细

胞(ｈｕｍａｎ ｃｏｒｎｅａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓꎬ ＨＣＥＣｓ)中的表达ꎬ探讨 ＰＡＲ￣２ 对炎症因子水平的影响及其作用机制ꎮ 方法　 烟

曲霉菌灭活菌丝刺激 ＨＣＥＣｓꎬ制备体外烟曲霉菌感染模型ꎬ观察烟曲霉菌灭活菌丝对 ＰＡＲ￣２ 表达水平的影响ꎬ并
观察 ＰＡＲ￣２ 拮抗剂(ＦＳＬＬＲＹ￣ＮＨ２)预处理 ＨＣＥＣｓ 后ꎬ炎症因子 ＩＬ￣１β 和 ＴＮＦ￣αꎬ以及信号通路分子 ｐ￣ｐ３８ 的水平

变化ꎮ 结果　 烟曲霉菌刺激 ＨＣＥＣｓ 后 ＰＡＲ￣２ 表达水平升高ꎮ 烟曲霉菌刺激引起 ＩＬ￣１β、ＴＮＦ￣α 以及 ｐ￣ｐ３８ 的表达

升高ꎬ这一升高被 ＰＡＲ￣２ 拮抗剂明显抑制ꎮ 结论　 烟曲霉菌刺激增加 ＰＡＲ￣２ 的表达ꎬ并通过 ＰＡＲ￣２ / ｐ３８ ＭＡＰＫ
信号通路诱导炎症因子的产生ꎮ
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　 　 真菌性角膜炎是一种由致病真菌引起的感染

性角膜疾病ꎬ致盲率极高ꎬ这是感染性角膜病研究的

重点和难点[１￣３]ꎮ 曲霉菌属是主要致病真菌之

一[３￣５]ꎬ烟曲霉菌感染角膜时ꎬ宿主通过角膜上皮细

胞表达的模式识别受体( ｐａｔｔｅｒｎ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｒｅｃｅｐ￣

ｔｏｒｓꎬ ＰＲＲｓ)ꎬ迅速识别病原体相关模式分子(ｐａｔｈｏ￣
ｇｅｎ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｐａｔｔｅｒｎｓꎬ ＰＡＭＰｓ)的结构ꎬ
启动免疫应答ꎬ抵御真菌入侵[６￣７]ꎮ ＰＡＲ￣２ 是其中一

种 ＰＲＲꎬ可以特异性识别由宿主或病原体释放的蛋

白酶[８￣９]ꎬ 已有研究表明 ＰＡＲ￣２ 在细菌[１０￣１１]、 真
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菌[１２￣１３]、寄生虫[１４] 导致的感染性炎症反应中发挥

重要作用ꎬ提示 ＰＡＲ￣２ 可能参与抗烟曲霉菌的免

疫反应ꎮ 角膜上皮是人体抵御病原体入侵的重要

屏障ꎬ不仅可以作为物理屏障防止病原体入侵ꎬ同
时角膜上皮细胞表面表达丰富的模式识别受体ꎬ
可以识别结合病原微生物的抗原分子ꎬ启动免疫

应答反应ꎮ 这是抵御病原体入侵的第一道防线ꎬ
因此本研究选择角膜上皮细胞为研究对象ꎬ通过

建立体外烟曲霉菌感染模型ꎬ观察烟曲霉菌对

ＰＡＲ￣２表达水平的影响ꎬ并探讨 ＰＡＲ￣２ 对炎症因

子水平的影响及其作用机制ꎮ ２０２４ 年 １ 月－２０２４
年 ８ 月ꎬ我们在山东第一医科大学附属省立医院

眼科实验室进行如下相关研究ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

１.１.１　 实验对象

人永生化角膜上皮细胞株ꎬ由厦门大学实验室

提供ꎮ 烟曲霉菌菌种(编号 ３.０７７２)ꎬ购自中国普通

微生物培养物保藏中心ꎮ
１.１.２　 主要试剂

磷酸盐缓冲液、沙氏培养基、１０％过硫酸铵、
ＲＩＰＡ组织细胞裂解液(普通型)、１０％ＳＤＳ、一抗稀

释液购自北京 Ｓｏｌａｒｂｉｏ 公司ꎮ ＲＮＡｉｓｏ Ｐｌｕｓ、Ｐｒｉｍｅ
Ｓｃｒｉｐｔ ＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ ｋｉｔ ｗｉｔｈ ｇ ＤＮＡ Ｅｒａｓｅｒ、 ＳＹＢＲ
ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ (Ｔｉｌ ＲＮａｓｅＨ Ｐｌｕｓ)购自大连 ＴａＫａＲａ
公司ꎮ ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂盒、ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 蛋白

上样缓冲液(５×ｂｕｆｆｅｒ)、Ｗｅｓｔｅｒｎ 封闭液、ＥＣＬ 化学

发光试剂盒购自北京 Ｂｙｏｔｉｍｅ 公司ꎮ 兔抗人 ＧＡＰ￣
ＤＨ 单克隆抗体(１ ∶１０ ∶ ０００)、兔抗人 β￣ａｃｔｉｎ 单克

隆抗体(１ ∶２ ０００)、山羊抗兔二抗(１ ∶８ ０００)购自上

海艾博抗公司ꎮ 兔抗人 Ｐｈｏｓｐｈｏ￣ｐ３８ 多克隆抗体

(１ ∶１ ０００)购自武汉 Ｅｌａｂｓｃｉｅｎｃｅ 公司ꎮ 兔抗人 ＰＡＲ￣２
单克隆抗体(１:５００)购自美国 Ｓａｎｔａ ｃｒｕｚ 公司ꎮ 人

ＩＬ￣１βＥＬＩＳＡ 试剂盒、人 ＴＮＦ￣α ＥＬＩＳＡ 试剂盒购自美

国 Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ 公司ꎮ ＰＡＲ￣２ 拮抗剂(ＦＳＬＬＲＹ￣ＮＨ２)购
自英国 Ｔｏｃｒｉｓ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ 公司ꎮ
１.１.３　 主要仪器设备

ＤＵＳ００ 核酸蛋白分析仪 (Ｂｅｃｋｍａｎ 公司ꎬ美

国)ꎻ低温高速离心机、 实时荧光定量 ＰＣＲ 仪

(Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司ꎬ德国)ꎻＵＶＰ 凝胶成像系统(Ｖｉｌｂｅｒ
Ｌｏｕｒｍ 公司ꎬ美国)ꎻＣＯ２ 细胞培养(Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
公司ꎬ美国)ꎻ超微量分光光度计(Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
公司ꎬ美国)ꎮ

１.２　 方法

１.２.１　 菌丝刺激

将人角膜上皮细胞接种于 １２ 孔板或 ６ 孔板ꎬ细
胞密度约 ５０％ꎮ 待细胞生长至密度为 ８０％ꎬ处理细

胞ꎬ其中空白对照组不处理ꎬ真菌刺激组分别给予烟

曲霉菌灭活菌丝(菌丝悬液浓度为 １×１０８ / ｍＬ)刺激

４、８、１２、１６、 ２４ ｈꎬ采用 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 测定 ＨＣＥＣｓ 中

ＰＡＲ￣２ ｍＲＮＡ 的表达情况ꎮ 真菌刺激组分别给予

烟曲霉菌菌丝刺激 １２、１８、２４ ｈꎬ采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ
测定 ＨＣＥＣｓ 中 ＰＡＲ￣２ 蛋白的表达情况ꎮ
１.２.２　 ＨＣＥＣｓ 中 ＰＡＲ￣２ 下调实验

烟曲霉菌菌丝刺激前ꎬ实验组给予 ＰＡＲ￣２ 拮抗

剂(ＦＳＬＬＲＹ￣ＮＨ２ꎬ１００ μＭ)预处理 ＨＣＥＣｓ １ ｈꎮ 感

染对照组给予同等体积的 ＰＢＳ 预处理 ＨＣＥＣｓ １ ｈꎮ
１ ｈ 后烟曲霉菌灭活菌丝刺激实验组和感染对照组

８ ｈ 或 １８ ｈꎮ ８ ｈ 后收集细胞ꎬ采用 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 测定

ＨＣＥＣｓ 中 ＩＬ￣１β 和 ＴＮＦ￣αｍＲＮＡ 的表达情况ꎮ １８ ｈ
后收集细胞上清液ꎬ采用 ＥＬＩＳＡ 测定 ＨＣＥＣｓ 中

ＩＬ￣１β和 ＴＮＦ￣α 蛋白的表达情况ꎻ采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ
测定 ＨＣＥＣｓ 中 ｐ￣ｐ３８ 的蛋白表达情况ꎮ
１.２.３　 ＲＴ￣ＰＣＲ 实验步骤

①选择目的基因(ＰＡＲ￣２、ＩＬ￣１β 和 ＴＮＦ￣α)ꎬ设
计引物ꎻ②提取 ＨＣＥＣｓ 的 ＲＮＡꎬ测定 ＲＮＡ 的含量

及纯度ꎻ③建立 ２ μｇ 逆转录反应体系ꎬ获取 ｃＤＮＡꎻ
④进行 ＰＣＲ 实验ꎬ根据内参ꎬ计算目的分子(ＰＡＲ￣２、
ＩＬ￣１β 和 ＴＮＦ￣α)ｍＲＮＡ 相对表达量ꎮ
１.２.４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验步骤

①提取 ＨＣＥＣｓ 蛋白ꎻ②采用蛋白浓度测定试剂

盒ꎬ测定各组样本蛋白浓度ꎬ计算每组上样量ꎬ制备

最终蛋白样本ꎻ③制备胶板ꎬ加蛋白样本及 Ｍａｋｅｒꎬ
电泳跑胶ꎬ转膜ꎬ封闭液封闭背景ꎬ分别孵育一抗

(ＰＡＲ￣２ １ ∶５００、ＧＡＰＤＨ １ ∶１０ ０００、β￣ａｃｔｉｎ １ ∶２ ０００、
Ｐｈｏｓｐｈｏ￣ｐ３８ １ ∶１ ０００)、二抗(山羊抗兔 １ ∶８ ０００)ꎬ显
影拍照ꎻ④测定并分析各组条带灰度值ꎬ根据内参ꎬ计
算目的分子蛋白(ＰＡＲ￣２ 和 ｐ￣ｐ３８)的相对表达量ꎮ
１.２.５　 ＥＬＩＳＡ 实验步骤

①收集 ＨＣＥＣｓ 各组细胞上清液ꎻ②参照已购买

的 ＥＬＩＳＡ 试验盒步骤:在 ９６ 孔板中加入不同浓度

标准品和各组样本ꎬ依次加入生物素化抗体工作液、
酶结合物工作液、底物工作液ꎬ最后加入终止液终止

反应ꎬ立即用酶标仪测量各孔的光密度(ＯＤ)值ꎻ
③根据检测结果ꎬ计算样本浓度ꎮ
１.３　 统计学处理

采用 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ８ .０ 软件ꎮ 数据以 􀭰ｘ ± ｓ
表示ꎬ采用 ＳＰＳＳ￣单因素方差分析 (ＡＮＯＶＡ) 方
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法分析多组间的差异ꎬ应用 ＬＳＤ￣ｔ 检验方法分析

两组间的差异ꎬ以 Ｐ< ０ .０５ 表示为差异具有统计

学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 烟曲霉菌菌丝对人角膜上皮细胞 ＰＡＲ￣２ 表达

的影响

首先检测了烟曲霉菌刺激 ＨＣＥＣｓ 后ꎬＰＡＲ￣２
ｍＲＮＡ 和蛋白的表达变化ꎬ探索 ＰＡＲ￣２ 是否参与人

角膜上皮细胞的抗真菌免疫反应过程ꎮ 结果显示ꎬ
与正常对照组相比ꎬ烟曲霉菌刺激 ＨＣＥＣｓ ４ 小时

后ꎬＰＡＲ￣２ ｍＲＮＡ 表达开始升高(Ｐ<０.０１)ꎬ 刺激 ８
小时后表达水平达到峰值(Ｐ<０.００１)ꎬ随后表达水

平逐渐下降ꎬ但仍有统计意义(Ｐ<０.０１) (图 １Ａ)ꎮ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 实验结果显示ꎬ与正常对照组相比ꎬ
烟曲霉菌刺激 ＨＣＥＣｓ １２ 小时后ꎬＰＡＲ￣２ 蛋白表达

开始升高(Ｐ<０.００１)ꎬ 刺激 １８ 小时后表达水平达到

峰值(Ｐ<０.００１)ꎬ随后表达水平逐渐下降ꎬ但仍有统

计意义(Ｐ<０.０１)(图 １Ｂ、１Ｃ)ꎮ

　 　 　 　 图 １　 烟曲霉菌刺激 ＨＣＥＣｓ 不同时间后ꎬＰＡＲ￣２ ｍＲＮＡ(Ａ)和蛋白(Ｂ、Ｃ)的表达水平(∗∗Ｐ<０.０１ꎬ ∗∗∗Ｐ<０.００１)ꎮ
　 　 　 　 Ｆｉｇ.１ 　 ＰＡＲ￣２ ｍＲＮＡ (Ａ) ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ (Ｂ ａｎｄ Ｃ) ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｉｎ ＨＣＥＣｓ ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ Ａ. ｆｕｍｉｇａｔｕｓ( ∗∗Ｐ<０.０１ꎬ

∗∗∗Ｐ<０.００１) .

２.２　 ＰＡＲ￣２ 对炎症因子的影响

首先用烟曲霉菌菌丝刺激 ＨＣＥＣｓꎬ采用 ＰＣＲ
和 ＥＬＩＳＡ 检测 ＩＬ￣１β 和 ＴＮＦ￣α ｍＲＮＡ 和蛋白表达

水平ꎬ结果显示烟曲霉菌刺激后 ＨＣＥＣｓ 中 ＩＬ￣１β 和

ＴＮＦ￣αｍＲＮＡ(图 ２Ａ、２Ｂ)和蛋白(图 ２Ｃ、２Ｄ)表达

水平均显著升高(Ｐ<０.００１)ꎮ 接下来用 ＦＳＬＬＲＹ￣

ＮＨ２ 或 ＰＢＳ 预处理 ＨＣＥＣｓꎬ然后给予烟曲霉菌菌丝

刺激ꎬ采用 ＰＣＲ 和 ＥＬＩＳＡ 检测 ＩＬ￣１β 和 ＴＮＦ￣α
ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平ꎮ 结果显示ꎬ与 ＰＢＳ 感染对

照组相比ꎬＦＳＬＬＲＹ￣ＮＨ２ 处理组中 ＩＬ￣１β 和 ＴＮＦ￣α
ｍＲＮＡ(图 ２Ａ、２Ｂ) (Ｐ<０.００１ꎬＰ<０.０１)和蛋白(图
２Ｃ、２Ｄ)(Ｐ<０.００１ꎬＰ<０.００１)表达水平均明显下降ꎮ

图 ２　 ＨＣＥＣｓ 中ꎬＦＳＬＬＲＹ￣ＮＨ２ 对 ＩＬ￣１β 和 ＴＮＦ￣α ｍＲＮＡ(Ａ、Ｂ)和蛋白(Ｃ、Ｄ)表达水平的影响(∗∗Ｐ<０.０１ꎬ ∗∗∗Ｐ<０.００１ꎬＡＦ:
Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｆｕｍｉｇａｔｕｓ)ꎮ

Ｆｉｇ.２　 ＩＬ￣１βａｎｄ ＴＮＦ￣αｍＲＮＡ (Ａ ａｎｄ Ｂ) ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ (Ｃ ａｎｄ Ｄ) ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｆｔｅｒ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ＦＳＬＬＲＹ￣ＮＨ２ ｉｎ ＨＣＥＣｓ
ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ Ａ. ｆｕｍｉｇａｔｕｓ(∗∗Ｐ<０.０１ꎬ ∗∗∗Ｐ<０.００１ꎬＡＦ:Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｆｕｍｉｇａｔｕｓ) .

２.３　 ＰＡＲ￣２对 ｐ￣ｐ３８ 的影响

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 结果显示ꎬ烟曲霉菌菌丝刺激

ＨＣＥＣｓ 后ꎬ ｐ￣ｐ３８ 蛋白表达水平明显升高 ( Ｐ <

０.００１)(图 ３Ａ、３Ｂ)ꎮ ＦＳＬＬＲＹ￣ＮＨ２ 预处理 ＨＣＥＣｓꎬ
然后给予烟曲霉菌菌丝刺激ꎬ结果显示ꎬ与感染对照

组相比ꎬＦＳＬＬＲＹ￣ＮＨ２ 处理组中 ｐ￣ｐ３８ 蛋白水平明
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显下降(Ｐ<０.０１)(图 ３Ａ、３Ｂ)ꎮ

　 　 图 ３　 ＨＣＥＣｓ 中ꎬＦＳＬＬＲＹ￣ＮＨ２ 对 ｐ￣ｐ３８ 蛋白表达水平的影响(Ａ￣Ｂ)(∗∗Ｐ<０.０１ꎬ ∗∗∗Ｐ<０.００１ꎬ ＡＦ:Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｆｕｍｉｇａｔｕｓ)ꎮ
　 　 Ｆｉｇ.３　 ｐ￣ｐ３８ ｐｒｏｔｅｉｎ (Ａ ａｎｄ Ｂ) ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｆｔｅｒ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ＦＳＬＬＲＹ￣ＮＨ２ ｉｎ ＨＣＥＣｓ ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ Ａ. ｆｕｍｉｇａｔｕｓ

(∗∗Ｐ<０.０１ꎬ ∗∗∗Ｐ<０.００１ꎬＡＦ:Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｆｕｍｉｇａｔｕｓ) .

３　 讨　 论

病原微生物侵入宿主后ꎬ及时识别病原体并启

动机体的免疫应答反应是控制感染的关键ꎮ 角膜上

皮是人体抵御病原体入侵的重要屏障ꎬ不仅可以作

为物理屏障防止病原体入侵ꎬ同时角膜上皮细胞表

面表达丰富的模式识别受体ꎬ可以识别结合病原微

生物的抗原分子ꎬ激活下游信号通路ꎬ启动免疫应答

反应ꎮ 这是抵御病原体入侵的第一道防线ꎬ也是固

有免疫反应的主要战场[１５]ꎮ 但是角膜的炎症反应

是一把双刃剑ꎬ适当的炎症反应可以帮助宿主有效

防御病原体入侵ꎬ清除病原微生物ꎻ而过度的炎症反

应ꎬ会导致角膜组织的破坏ꎬ角膜溃疡ꎬ严重影响视

功能[１２ꎬ１６]ꎮ
ＰＡＲ￣２ 是一种模式识别受体ꎬ属于 Ｇ 蛋白偶联

受体ꎬ主要表达于上皮细胞、中性粒细胞、巨噬细胞

等免疫细胞[８￣１０]ꎮ 角膜上皮受损后ꎬ烟曲霉菌黏附

于暴露的角膜基质中ꎬ自身释放各种毒素和酶类物

质ꎬ同时诱导宿主细胞释放蛋白酶ꎬ比如胰蛋白酶、
类胰蛋白酶、弹性蛋白酶等ꎬ其中部分蛋白酶可以被

ＰＡＲ￣２ 识别结合[８￣９ꎬ１２]ꎬ这一特点提示 ＰＡＲ￣２ 可能

通过识别结合病原体及宿主释放的蛋白酶等抗原ꎬ
介导跨膜信号转导ꎬ激活下游信号通路ꎬ直接或间接

地调节抗真菌免疫应答反应ꎮ 已有研究发现 ＰＡＲ￣２
在感染性疾病中发挥重要作用ꎬＲａｙｅｅｓ 等[１０]研究发

现 ＰＡＲ￣２ 可以通过诱导肺泡巨噬细胞中的 ｃＡＭＰ￣
Ｒａｃ１ 信号传导ꎬ促进对铜绿假单胞菌的清除ꎮ Ｌｅｅ
等[１１]研究发现痤疮杆菌释放的蛋白酶可以诱导

ＰＡＲ￣２ 的表达ꎬＰＡＲ￣２ 通过促进炎症因子、抗菌肽、
基质蛋白酶的表达ꎬ在痤疮的发病机制中发挥重要

作用ꎮ 但 ＰＡＲ￣２ 在烟曲霉菌感染的角膜上皮细胞

中的作用及其机制尚未见报道ꎮ 因此研究 ＰＡＲ￣２
在烟曲霉菌感染的角膜上皮细胞中的表达ꎬ探讨

ＰＡＲ￣２ 对炎症因子水平的影响及其作用机制ꎬ具有

重要的临床意义ꎮ
本研究检测了烟曲霉菌对人角膜上皮细胞中

ＰＡＲ￣２ 表达的影响ꎬ结果显示烟曲霉菌刺激可以增

加人角膜上皮细胞中 ＰＡＲ￣２ 的表达ꎬ表明 ＰＡＲ￣２ 参

与抗烟曲霉菌免疫反应ꎮ Ｔｒｉｐａｔｈｉ 等[１４] 研究发现ꎬ
在人角膜上皮细胞中ꎬ棘阿米巴纤维蛋白溶酶原激

活剂通过诱导 ＰＡＲ￣２ 表达增加ꎬ启动免疫应答ꎬ介
导下游促炎因子 ＩＬ￣８ 的表达ꎮ Ｗａｎｇ 等[１１] 研究发

现过敏性鼻炎疾病模型中ꎬ人原代鼻腔上皮细胞

ＰＡＲ￣２ 表达增加ꎬ且 ＰＡＲ￣２ 通过下调紧密链接相关

蛋白 ＺＯ￣１ 和 ｃｌａｕｄｉｎ￣１ 的表达ꎬ调控鼻腔上皮的屏

障功能ꎮ 这些研究均与我们实验结果一致ꎮ 本实验

中角膜上皮是抵御病原体入侵的第一道防线ꎬ是启

动固有免疫应答的关键细胞ꎬ研究发现烟曲霉菌刺

激可以增加人角膜上皮细胞中 ＰＡＲ￣２ 的表达ꎬ这些

结果提示 ＰＡＲ￣２ 可能是角膜上皮等上皮组织的一

种警报蛋白ꎬ作为烟曲霉菌感染的早期传感器ꎬ启动

宿主固有免疫应答ꎮ
之前的研究已证实 ＦＳＬＬＲＹ￣ＮＨ２ 对 ＰＡＲ￣２ 的

抑制效果[１２]ꎮ 为了进一步研究 ＰＡＲ￣２ 在角膜上皮

细胞中的作用ꎬ我们用 ＰＡＲ￣２ 拮抗剂 ＦＳＬＬＲＹ￣ＮＨ２

预处理人角膜上皮细胞ꎬ再给予烟曲霉菌刺激ꎬ检测

人角膜上皮细胞中炎症因子的表达ꎬ结果显示拮抗

ＰＡＲ￣２ 可以减少烟曲霉菌诱导的促炎因子 ＩＬ￣１β 和

ＴＮＦ￣α 的表达ꎮ 同时 Ｒｉｖａｓ 等[１３] 研究发现链格孢

属真菌可以增加 ＰＡＲ￣２ 的表达ꎬ阻断 ＰＡＲ￣２ 会导致
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ＩＬ￣６、ＩＬ￣８ 的表达减少ꎮ ＭＡＴＯＳ 等[１８] 研究发现在

过敏性气道炎症疾病中ꎬ阻断 ＰＡＲ￣２ 可以减少嗜酸

性粒细胞和中性粒细胞的浸润数量ꎬ降低 ＣＸＣＬ１、
ＣＣＬ５、ＩＬ￣６ 的表达水平ꎮ 此外还有研究发现肺炎疾

病模型中ꎬＰＡＲ￣２ 通过 ＮＦ￣κＢ 促进中性粒细胞的募

集和肺部炎症反应[１９￣２０]ꎮ 细菌内毒素可以诱导

ＰＡＲ￣２ 的表达ꎬＰＡＲ￣２ 通过介导促炎因子单核细胞

趋化蛋白￣１ 的分泌ꎬ发挥血管炎症作用ꎬ并在细菌

感染引起的病理反应中发挥重要作用[２１]ꎮ 这些研

究与我们结果基本一致ꎬ提示 ＰＡＲ￣２ 可以通过调控

炎症因子的表达ꎬ在烟曲霉菌感染的人角膜上皮细

胞中发挥促炎作用ꎮ
接下来进一步研究烟曲霉菌刺激下ꎬＰＡＲ￣２ 在

人角膜上皮细胞中的具体作用机制ꎮ ｐ３８ 是 ＭＡＰＫ
家族的重要成员ꎬ而 ＭＡＰＫ 在炎症反应中发挥重要

作用ꎬ是调控下游细胞因子表达的关键通路[２２￣２５]ꎮ
本研究结果显示ꎬ烟曲霉菌刺激可以增加磷酸化

ｐ３８ 的表达ꎬ拮抗 ＰＡＲ￣２ 明显可以减少抗原刺激引

起的 ｐ３８ 磷酸化ꎮ 已有研究证明 ｐ３８ 信号通路是角

膜调节细胞因子和免疫细胞参与炎症过程的一个重

要通路[２６￣２９]ꎬ这些数据提示 ＰＡＲ￣２ 可以通过调控

ｐ３８ ＭＡＰＫ 通路ꎬ调节细胞因子的表达ꎮ
综上所述ꎬ本实验发现烟曲霉菌刺激可以增加

人角膜上皮细胞中 ＰＡＲ￣２ 的表达ꎬ并发现 ＰＡＲ￣２ 可

以通过 ｐ３８ ＭＡＰＫ 信号通路ꎬ调节炎症因子 ＩＬ￣１β
和 ＴＮＦ￣α 的表达ꎬ参与角膜上皮抗真菌的免疫调

节ꎮ 随着对 ＰＡＲ￣２ 抗真菌作用研究的深入ꎬＰＡＲ￣２
可能成为治疗真菌性角膜炎的新型治疗靶点ꎮ
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