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度拉糖肽对脂多糖诱导的 ＭＬＥ⁃１２ 细胞损伤的保护作用
范星宇，段　 皓，闫　 洁，王　 跃，杜益君，潘天荣，钟　 兴

（安徽医科大学第二医院附属医院内分泌科，合肥　 ２３０６０１）

摘要　 目的　 探讨度拉糖肽对脂多糖（ＬＰＳ）引起的 ＭＬＥ⁃１２ 细胞损伤的保护作用。 方法　 脂多糖（１ μｇ ／ ｍＬ）诱导 ＭＬＥ⁃１２ 细

胞构建急性肺损伤体外模型，度拉糖肽处理 ２４ ｈ。 细胞分成 ４ 组：ＣＯＮ、ＬＰＳ、ＬＰＳ ＋ １００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 度拉糖肽、ＬＰＳ ＋ ２００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 度

拉糖肽组，提取各组细胞蛋白和 ＲＮＡ，ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测细胞中炎症因子白细胞介素（ ＩＬ）⁃６、肿瘤坏死因子⁃α（ＴＮＦ⁃α）、ＩＬ⁃１β、单
核细胞趋化因子 １（ＣＣＬ２）、Ｃ⁃Ｘ⁃Ｃ 基序趋化因子配体（ＣＸＣＬ）１、ＣＸＣＬ２ 水平，ＴＵＮＥＬ 法检测细胞凋亡，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组

细胞磷酸化蛋白激酶 Ｂ（Ｐ⁃Ａｋｔ）与磷酸化细胞外信号调节酶（Ｐ⁃Ｅｒｋ）的表达水平。 结果　 与 ＣＯＮ 组比较，ＬＰＳ 组细胞炎症介质

ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１β、ＣＣＬ２、ＣＸＣＬ１、ＣＸＣＬ２ 的 ｍＲＮＡ 水平升高，ＴＵＮＥＬ 阳性细胞数增加，Ｐ⁃Ａｋｔ 与 Ｐ⁃Ｅｒｋ 蛋白表达增加。 与 ＬＰＳ
组相比，ＬＰＳ ＋ １００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 度拉糖肽组的 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１β、ＣＣＬ２、ＣＸＣＬ１、ＣＸＣＬ２ 的 ｍＲＮＡ 水平下降，ＴＵＮＥＬ 阳性细胞数减

少，Ｐ⁃Ａｋｔ 与 Ｐ⁃Ｅｒｋ 蛋白表达下降；而 ＬＰＳ ＋ ２００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 度拉糖肽组对炎症因子的改善作用没有 ＬＰＳ ＋ １００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 度拉糖肽组

明显。 结论　 度拉糖肽对 ＬＰＳ 诱导的 ＭＬＥ⁃１２ 细胞损伤具有保护作用，其作用机制可能是通过抑制 Ａｋｔ 与 Ｅｒｋ 磷酸化来减少

炎性介质的表达，使炎性损伤进一步减轻，从而达到保护肺脏的作用。
关键词　 度拉糖肽；脂多糖；急性肺损伤；ＭＬＥ⁃１２ 细胞；炎症反应
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常见的病因，特别是脂多糖 （ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ，
ＬＰＳ）等革兰阴性细菌内毒素引起的感染［３］。 目临

床上 ＡＬＩ 主要采用机械通气等对症治疗，尚缺乏特

效治疗方案［４］。 ＡＬＩ 病理生理学上的表现是肺泡 －
毛细血管屏障功能障碍，因为它会引起肺泡上皮细

胞（ ａｌｖｅｏｌａｒ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ，ＡＥＣｓ）损伤，ＡＥＣｓ 受损

后会释放与损伤相关的分子模式，进一步激活肺泡

巨噬细胞，从而加剧炎症反应，导致 ＡＬＩ 病情恶

化［５］。 因此，明确 ＡＥＣｓ 损伤的分子机制可为 ＡＬＩ
提出潜在的治疗策略。 胰高血糖素样肽⁃１ （ ｇｌｕｃａ⁃
ｇｏｎ⁃ｌｉｋｅ ｐｅｐｔｉｄｅ⁃１，ＧＬＰ⁃１）受体激动剂，如度拉糖肽，
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被广泛用于 ２ 型糖尿病的治疗，最近被报道具有抗

炎作用［６］，有研究［７］ 证实，在 ＬＰＳ 和卵清蛋白引起

的小鼠肺部炎症反应中，ＧＬＰ⁃１ 受体激动剂对其有

显著的抑制作用。 目前国内外对于度拉糖肽与急性

肺损伤的研究鲜有报道，该研究探讨了度拉糖肽在

受损肺上皮细胞中的作用及机制。

１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １　 主要仪器与试剂　 小鼠肺上皮细胞 ＭＬＥ⁃１２
购自 上 海 澳 睿 赛 生 物 技 术 有 限 公 司 （ 货 号：
ＯＲＣ０９５７）；ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ 培养基购自上海逍鹏生物

科技有限公司；胎牛血清、胰蛋白酶和双抗（链霉素

及青霉素溶液）购自美国赛默飞世尔科技公司；ＬＰＳ
（货号：Ｌ８８８０）购自北京索莱宝科技有限公司；度拉

糖肽（货号：Ｄ４２４０３７）购自美国礼来公司；Ｐ⁃Ａｋｔ 抗
体（货号：ＡＦ００１６）、Ｐ⁃Ｅｒｋ 抗体（货号：ＡＦ１０１５）购自

江苏 ＡｆｆｉｎｉｔｙＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ 公司；ＨＲＰ 标记的抗兔二抗

（货号：ＥＡＢ１００３）、ＴＵＮＥＬ 试剂盒购自武汉伊莱瑞

特生物科技公司；逆转录与 ＳＹＢＲ 试剂盒购自新贝

（上海）生物科技有限公司；４％ 多聚甲醛通用型组

织固定液购自合肥 Ｂｉｏｓｈａｒｐ 生物技术有限公司；
Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 购自北京兰杰柯科技有限公司。
１． １． ２　 细胞模型的建立与分组　 ＭＬＥ⁃１２ 细胞系生

长于含有 １０％ 胎牛血清和 １％ 双抗的 ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２
培养基中，置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 的无菌细胞培养箱

中，每 ２ ｄ 换液 １ 次。 当细胞密度达 ８５％时，予胰蛋

白酶消化细胞，离心后再传代。 将细胞分为 ４ 组，即
对照组（ＣＯＮ）、ＬＰＳ 组（１ μｇ ／ ｍＬ ＬＰＳ），度拉糖肽低

剂量组（１ μｇ ／ ｍＬ ＬＰＳ ＋ １００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ＤＵＬ），度拉糖

肽高剂量组（１ μｇ ／ ｍＬ ＬＰＳ ＋ ２００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ＤＵＬ）。 其

中，对照组细胞正常培养不进行其他处理，其余各组

细胞在相应药物干预 ２４ ｈ 后，分别进行检测。
１． ２　 方法

１． ２． １　 磺酰罗丹明 Ｂ（ｓｕｌｆｏｒｈｏｄａｍｉｎｅ Ｂ， ＳＲＢ）实验

　 取对数生长期细胞进行试验，按 ５ ０００ 个 ／ １００
μＬ ／孔，用培养基稀释细胞后加入 ９６ 孔板，３７ ℃、
５％ＣＯ２ 培养 ２４ ｈ 后，加药 １００ μＬ，每孔总液体量为

２００ μＬ，每个药物设计 ５ 个复孔，并设对照孔（加
ＭＬＥ⁃１２ 培养基），置 ３７ ℃、５％ＣＯ２ 培养箱培养 １８ ｈ
后，每孔加入 １００ μＬ 的 ３０％三氯乙酸，固定细胞过

夜。 弃去 ９６ 孔板中液体，用双蒸水洗板，清除固定

液残渣，风干过夜；每孔再加入 １００ μＬ ４％ ＳＲＢ 染

色液，室温放置 １ ｈ。 用蒸馏水清洗平板，丢弃各孔

中的残留液体，然后用 １％ 的醋酸洗涤 ５ 次；风干，
在各孔中溶解 １００ μＬ １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 三羟甲氨基甲烷，
放在摇床上摇晃混匀 ５ ｍｉｎ。 使用酶标仪在 ５７０ ｎｍ
波长下测定吸光度（ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ， ＯＤ）。 细胞活力

（％ ） ＝ （ＯＤ药物孔 － ＯＤ空白孔） × １００％ ／ ＯＤ对照组。
１． ２． ２　 定量逆转录聚合酶链式反应（ｑＲＴ⁃ＰＣＲ）检

测 ｍＲＮＡ 表达水平 　 用 ＴＲＩｚｏｌ 试剂从细胞中提取

总 ＲＮＡ，然后使用逆转录试剂盒的合成 ｃＤＮＡ，按照

ＳＹＢＲ 试剂盒加样后放入 ＰＣＲ 系统进行实时定量

ＰＣＲ。 统计各组 ＣＴ 值，采用相对定量 ２ －△△ＣＴ方法评

估基因表达水平，使用 ＧＡＰＤＨ 作为归一化对照。
所有引物均由美国 Ｇｅｎｓｃｒｉｐｔ 公司定制。 引物设计

见表 １。

表 １　 用于定量实时聚合酶链反应的引物序列

Ｔａｂ． １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｏｒ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ
ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ

Ｇｅｎｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′⁃３′）
ＩＬ⁃１β Ｆ： ＧＧＡＣＡＧＡＡＴＡＴＣＡＡＣＣＡＡＣＡＡ

Ｒ： ＴＴＡＣＡＣＡＧＧＡＣＡＧＧＴＡＴＡＧＡＴＴ
ＩＬ⁃６ Ｆ： ＴＡＧＴＣＣＴＴＣＣＴＡＣＣＣＣＡＡＴＴＴＣＣ

Ｒ： ＴＴＧＧＴＣＣＴＴＡＧＣＣＡＣＴＣＣＴＴＣ
ＴＮＦ⁃α Ｆ： ＣＣＴＧＴＡＧＣＣＣＡＣＧＴＣＧＴＡＧ

Ｒ： ＧＧＧＡＧＴＡＧＡＣＡＡＧＧＴＡＣＡＡＣＣＣ
ＣＣＬ２ Ｆ： ＴＴＡＡＡＡＡＣＣＴＧＧＡＴＣＧＧＡＡＣＣＡＡ

Ｒ： ＧＣＡＴＴＡＧＣＴＴＣＡＧＡＴＴＴＡＣＧＧＧＴ
ＣＸＣＬ１ Ｆ： ＡＣＴＧＣＡＣＣＣＡＡＡＣＣＧＡＡＧＴＣ

Ｒ： ＴＧＧＧＧＡＣＡＣＣＴＴＴＴＡＧＣＡＴＣＴＴ
ＣＸＣＬ２ Ｆ： ＣＣＡＡＣＣＡＣＣＡＧＧＣＴＡＣＡＧＧ

Ｒ： ＧＣＧＴＣＡＣＡＣＴＣＡＡＧＣＴＣＴＧ
ＧＡＰＤＨ Ｆ： ＡＧＴＧＧＣＡＡＡＧＴＧＧＡＧＡＴＴ

Ｒ： ＧＴＧＧＡＧＴＣＡＴＡＣＴＧＧＡＡＣＡ

１． ２． ３　 末端脱氧核苷酸转移酶 ｄＵＴＰ 缺口末端标

记（ＴＵＮＥＬ）法检测细胞凋亡 　 ＭＬＥ１２ 细胞在 ４％
多聚甲醛中固定 ２０ ｍｉｎ，ＰＢＳ 漂洗后，将细胞爬片浸

入 ０􀆰 ２％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 中，于 ３７ ℃烘箱作用 １０ ｍｉｎ，
然后按照说明书，将样本置于配好的标记工作液中

于 ３７ ℃避光反应 ６０ ｍｉｎ。 ＰＢＳ 洗涤 ３ 次后，用 ＤＡ⁃
ＰＩ 染色细胞核，用抗荧光淬灭密封液包埋细胞，在
荧光显微镜下观察。
１． ２． ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测蛋白表达水平　 各组细

胞置于冰上用裂解液裂解。 蛋白质浓度通过 ＢＣＡ
方法检测，１０％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分离蛋白质后转移至

ＰＶＤＦ 膜上。 在室内 ５％ 脱脂奶粉室温封闭 １ ｈ，将
膜与 Ｐ⁃Ａｋｔ（１ ∶ １ ０００）、Ｐ⁃Ｅｒｋ（１ ∶ １ ０００）一抗 ４ ℃
孵 育 过 夜， ＴＢＳＴ 洗 膜 ３ 次， 并 将 膜 与 二 抗

（１ ∶ １０ ０００）室温下孵育 １ ｈ。 最后，用 ＴＢＳＴ 洗涤 ３
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次，增敏化学发光剂显影。 ＧＡＰＤＨ 作为内部参考蛋

白，利用 ＩｍａｇｅＪ 软件进行数据分析。
１． ３　 统计学处理 　 采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８􀆰 ０ 软件

进行数据处理。 所有实验数据均以 􀭰ｘ ± ｓ 表示。 组

间两两比较采用 ＬＳＤ⁃ｔ 检验，单因素方差分析多组

间的比较。 以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 不同浓度 ＬＰＳ 及度拉糖肽对 ＭＬＥ１２ 细胞活

力的影响　 与 ＣＯＮ 组相比，不同浓度 ＬＰＳ（２００、５００
ｎｇ ／ ｍＬ，１ μｇ ／ ｍＬ）及度拉糖肽（１００、２００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ）对
ＭＬＥ１２ 细胞活力的影响没有显著差异，见图 １。
２． ２　 度拉糖肽对 ＬＰＳ 处理的 ＭＬＥ１２ 细胞中促炎

因子的影响　 经过 ＬＰＳ 处理的 ＭＬＥ１２ 细胞中，促炎

因子 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 的 ｍＲＮＡ 表达水平明显

增加；与 ＬＰＳ 组相比，ＭＬＥ１２ 细胞经两种不同浓度

（１００、２００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ）的度拉糖肽处理后，促炎因子 ＩＬ⁃
１β、ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 的 ｍＲＮＡ 表达水平降低。 其中

１００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 度拉糖肽处理后下降更为明显。 见图

２。 上述结果表明度拉糖肽可以通过抑制促炎因子

缓解 ＬＰＳ 诱导的肺上皮细胞炎症的发生。
２． ３　 度拉糖肽对 ＬＰＳ 损伤 ＭＬＥ１２ 细胞中促炎趋

化因子的影响 　 ＣＣＬ２、ＣＸＣＬ１ 和 ＣＸＣＬ２ 作为促炎

趋化因子，参与调控白细胞迁移，从而促进炎症的发

生。 与 ＣＯＮ 组 比 较， ＬＰＳ 处 理 后 的 ＭＬＥ１２ 中

ＣＣＬ２、ＣＸＣＬ１ 及 ＣＸＣＬ２ 的 ｍＲＮＡ 表达都明显升高。
经过 １００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 度拉糖肽处理后，这 ３ 种趋化因子

的 ｍＲＮＡ 表达均明显下降；与 ＬＰＳ 组相比， ２００
ｎｍｏｌ ／ Ｌ 度拉糖肽处理后，ＣＸＣＬ２ 的表达明显下降，
而 ＣＣＬ２ 和 ＣＸＣＬ２ 的表达没有明显变化，见图 ３。
结合上述结果，后续选择 １００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 度拉糖肽进行

实验。

图 １　 不同浓度 ＬＰＳ 及度拉糖肽对 ＭＬＥ１２ 细胞的细胞毒作用

Ｆｉｇ． １　 Ｃｙｔｏｔｏｘｉｃ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＬＰＳ ａｎｄ ｄｕｌａｇｌｕｔｉｄｅ ｏｎ ＭＬＥ１２ ｃｅｌｌｓ
Ａ： Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｄｒｕｇｓ ｗｅｒｅ ｓｅｔ ｕｐ ｉｎ ｔｈｅ ９６⁃ｗｅｌｌ ｐｌａｔｅ； Ｂ： Ｈｉｓｔｏｇｒａｍ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｒｕｇ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ；ａ： ＣＯＮ；

ｂ： ＬＰＳ（２００ ｎｇ ／ ｍＬ）； ｃ： ＬＰＳ（５００ ｎｇ ／ ｍＬ）； ｄ： ＬＰＳ（１ μｇ ／ ｍＬ）； ｅ： １ μｇ ／ ｍＬ ＬＰＳ ＋ １００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ＤＵＬ； ｆ： １ μｇ ／ ｍＬ ＬＰＳ ＋ ２００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ＤＵＬ．

图 ２　 ＭＬＥ１２ 细胞中 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α的 ｍＲＮＡ 表达情况

Ｆｉｇ． ２　 ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＩＬ⁃１β， ＩＬ⁃６ ａｎｄ ＴＮＦ⁃α ｉｎ ＭＬＥ１２ ｃｅｌｌｓ
ａ： ＣＯＮ； ｂ：１ μｇ ／ ｍＬ ＬＰＳ； ｃ： １ μｇ ／ ｍＬ ＬＰＳ ＋ １００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ＤＵＬ； ｄ： １ μｇ ／ ｍＬ ＬＰＳ ＋ ２００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ＤＵＬ； ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１ ｖｓ ＣＯＮ

ｇｒｏｕｐ； ＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， ＃＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ００１ ｖｓ １ μｇ ／ ｍＬ ＬＰＳ ｇｒｏｕｐ．
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２． ４　 度拉糖肽抑制 ＬＰＳ 诱导的 ＭＬＥ１２ 细胞凋亡

反应　 ＴＵＮＥＬ 染色结果显示与对照组相比，ＬＰＳ 增

加了 ＭＬＥ１２ 细胞的凋亡，给予度拉糖肽处理后，凋
亡阳性细胞数明显下降。 见图 ４。
２． ５　 度拉糖肽对 ＬＰＳ 损伤的 ＭＬＥ１２ 细胞中 Ｐ⁃
Ｅｒｋ 及 Ｐ⁃Ａｋｔ 的影响　 ＬＰＳ 组 ＭＬＥ１２ 细胞中 Ｐ⁃Ｅｒｋ
和 Ｐ⁃Ａｋｔ 的蛋白表达量均明显高于对照组，给予度

拉糖肽后，二者表达水平较 ＬＰＳ 组均明显下降，见
图 ５。

３　 讨论

　 　 感染引起的脓毒症很容易进展为脓毒性休克和

危及生命的器官功能障碍，相应并发症在全世界的

发生率和病死率都很高。 ＬＰＳ 是导致脓毒症的主要

因素，可引起严重炎症从而导致广泛性肺损伤［８］。

在 ＬＰＳ 诱导的内毒素血症下，ＡＬＩ 是肺部的过度炎

症反应［９］。 因此，任何抑制炎症反应的方法都可能

预防和治疗 ＡＬＩ。 ＬＰＳ 的主要识别受体是 Ｔｏｌｌ 样受

体 ４（ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ４，ＴＬＲ４），高浓度的 ＬＰＳ 可与

之结合，增强 ＮＦ⁃κＢ 活性，促进炎症因子的产生，如
ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α 等［１０］。 丝裂原活化蛋白激酶家

族（ｍｉｔｏｇｅｎ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ， ＭＡＰＫ）和磷酯

酰肌醇⁃３⁃激酶（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ ３⁃Ｋｉｎａｓｅ， ＰＩ３Ｋ）
两条信号通路，通过激活细胞内信号级联反应，使
ＡＬＩ 中炎症因子实现倍增。 ＭＡＰＫ 信号通路对于调

节炎症反应至关重要，其中 Ｅｒｋ１ ／ ２ 是一个关键组

分，在细胞增殖、分化和肿瘤发生等过程中起关键作

用［１１］。 另一方面，ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 通路根据所涉及的免疫

细胞类型表现出不同的免疫作用，例如先天性骨髓

瘤免疫细胞和获得性淋巴瘤免疫细胞。 这些差异会

图 ３　 ＭＬＥ１２ 细胞中 ＣＣＬ２、ＣＸＣＬ１ 和 ＣＸＣＬ２ 的 ｍＲＮＡ 表达情况

Ｆｉｇ． ３　 ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＣＣＬ２， ＣＸＣＬ１ ａｎｄ ＣＸＣＬ２ ｉｎ ＭＬＥ１２ ｃｅｌｌｓ
ａ： ＣＯＮ； ｂ：１ μｇ ／ ｍＬ ＬＰＳ； ｃ： １ μｇ ／ ｍＬ ＬＰＳ ＋ １００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ＤＵＬ； ｄ： １ μｇ ／ ｍＬ ＬＰＳ ＋ ２００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ＤＵＬ； ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ ｖｓ ＣＯＮ ｇｒｏｕｐ； ＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，

＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ ｖｓ １ μｇ ／ ｍＬ ＬＰＳ ｇｒｏｕｐ．

图 ４　 度拉糖肽抑制 ＬＰＳ 诱导的

ＭＬＥ１２ 细胞凋亡反应 × ２００
Ｆｉｇ． ４　 Ｄｕｌａｇｌｕｔｉｄｅ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ＬＰＳ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ
ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｉｎ ＭＬＥ１２ ｃｅｌｌｓ × ２００

　 　 ａ： ＣＯＮ； ｂ：１ μｇ ／ ｍＬ ＬＰＳ； ｃ： １ μｇ ／ ｍＬ
ＬＰＳ ＋ １００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ＤＵＬ； ∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１ ｖｓ ＣＯＮ

ｇｒｏｕｐ； ＃＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ００１ ｖｓ １ μｇ ／ ｍＬ ＬＰＳ ｇｒｏｕｐ．
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图 ５　 度拉糖肽对 ＬＰＳ 损伤的 ＭＬＥ１２ 细胞中 Ｐ⁃Ｅｒｋ 及 Ｐ⁃Ａｋｔ 的影响

Ｆｉｇ． ５　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｕｌａｇｌｕｔｉｄｅ ｏｎ Ｐ⁃Ｅｒｋ ａｎｄ Ｐ⁃Ａｋｔ ｉｎ ＬＰＳ⁃ｄａｍａｇｅｄ ＭＬＥ１２ ｃｅｌｌｓ
ａ： ＣＯＮ； ｂ：１ μｇ ／ ｍＬ ＬＰＳ； ｃ： １ μｇ ／ ｍＬ ＬＰＳ ＋ １００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ＤＵＬ； ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１ ｖｓ ＣＯＮ ｇｒｏｕｐ； ＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ＃＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ００１ ｖｓ １ μｇ ／

ｍＬ ＬＰＳ ｇｒｏｕｐ．

导致不同的免疫反应。 本研究给予了 ＬＰＳ 诱导的

小鼠肺上皮细胞模型度拉糖肽处理。 当度拉糖肽为

１００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 时有更明显的效果，可能与浓度梯度设

置差异不大、检测指标的局限性以及药物作用机制

有关，未来可以扩大浓度梯度范围，结合多种检测方

法，并在不同模型中进行验证，以更全面地阐明度拉

糖肽的浓度依赖性效应。 经度拉糖肽处理的肺上皮

细胞中，ＬＰＳ 诱导的炎性因子 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃６
的表达水平降低；ＬＰＳ 诱导的炎性趋化因子 ＣＣＬ２、
ＣＸＣＬ１ 和 ＣＸＣＬ２ 的表达降低；ＬＰＳ 诱导的 Ａｋｔ 及

Ｅｒｋ 的磷酸化水平降低。
最近一项队列研究［１２］结果表明，与所有其他降

糖疗法相比，ＧＬＰ⁃１ 受体激动剂和钠 － 葡萄糖协同

转运蛋白 ２（ｓｏｄｉｕｍ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｇｌｕｃｏｓｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓ ２，
ＳＧＬＴ⁃２）抑制剂的治疗与肺炎和严重脓毒症发病率

降低有关，其中 ＧＬＰ⁃１ 受体激动剂效果更明显。
ＧＬＰ⁃１ 受体不仅在胰腺中表达，还分布在胰腺外的

器官和组织中，例如肺和脑［１３］。 有研究［１４］ 表明利

拉鲁肽处理可降低肺部炎症趋化因子和细胞因子的

ｍＲＮＡ 表达，并改善 ＬＰＳ 诱导的急性肺损伤。 本研

究结果与之一致，即度拉糖肽治疗显着减少了肺上

皮细胞炎症因子的表达。
Ｅｒｋ 和 Ａｋｔ 是 ＭＡＰＫ 和 ＰＩ３Ｋ 信号通路中的重

要蛋白，其磷酸化水平与炎症的发生和进展密切相

关。 本研究中，度拉糖肽可以降低 Ｐ⁃Ｅｒｋ 和 Ｐ⁃Ａｋｔ
的表达，并伴随着促炎因子产生的减少，表明其对炎

症过程可能有影响。 ＡＬＩ 的发病机制不仅限于炎症

性损伤，还涉及细胞凋亡［１５］，本研究结果也表明，度
拉糖肽显著减少了 ＬＰＳ 诱导的肺泡上皮细胞中

ＴＵＮＥＬ 阳性细胞数，但具体作用机制还有待深入研

究。

综上所述，度拉糖肽对肺功能具有保护作用，有
助于降低促炎因子的释放，减轻肺组织损伤，可能与

ＭＡＰＫ ／ Ｅｒｋ 和 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路的调控有关，但具

体机制仍需进一步研究。 本研究为度拉糖肽减轻肺

损伤提供了初步的实验证据，提示 ＧＬＰ⁃１ 受体激动

剂在治疗 ＡＬＩ 和 ＡＲＤＳ 等疾病中的潜在应用价值，
为探索炎症相关肺部疾病的治疗策略提供了新的思

路。
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ａｎｄ （ＣＸＣＬ） １ ａｎｄ ＣＸＣＬ２， ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ． Ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｗａｓ ａｓｓｅｓｓｅｄ ｂｙ ＴＵＮＥＬ ａｓｓａｙ， ａｎｄ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ｂ （Ｐ⁃Ａｋｔ） ａｎｄ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｓｉｇｎａｌ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｋｉ⁃
ｎａｓｅ （Ｐ⁃Ｅｒｋ） ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＣＯＮ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ＬＰＳ ｇｒｏｕｐ ｓｈｏｗｅｄ ｉｎ⁃
ｃｒｅａｓｅｄ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｍｅｄｉａｔｏｒｓ （ＴＮＦ⁃α， ＩＬ⁃６， ＩＬ⁃１β， ＣＣＬ２， ＣＸＣＬ１， ａｎｄ ＣＸＣＬ２）， ｉｎｃｒｅａｓｅｄ
ＴＵＮＥＬ⁃ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ， ａｎｄ ｅｌｅｖａｔｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｐ⁃Ａｋｔ ａｎｄ Ｐ⁃Ｅｒｋ ｐｒｏｔｅｉｎｓ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＬＰＳ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ
ＬＰＳ ＋ １００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ｄｕｌａｇｌｕｔｉｄｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ｒｅｄｕｃｅｄ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＴＮＦ⁃α， ＩＬ⁃６， ＩＬ⁃１β， ＣＣＬ２，
ＣＸＣＬ１， ａｎｄ ＣＸＣＬ２， ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ＴＵＮＥＬ⁃ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ， ａｎｄ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｐ⁃Ａｋｔ ａｎｄ Ｐ⁃Ｅｒｋ ｐｒｏ⁃
ｔｅｉｎｓ． Ｈｏｗｅｖｅｒ， ｔｈｅ ＬＰＳ ＋ ２００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ｄｕｌａｇｌｕｔｉｄｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ ｓｈｏｗｅｄ ｌｅｓｓ ｐｒｏｎｏｕｎｃｅｄ ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ ｉｎ ｉｎｆｌａｍ⁃
ｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ＬＰＳ ＋ １００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ｄｕｌａｇｌｕｔｉｄｅ ｇｒｏｕｐ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ 　 Ｄｕｌａｇｌｕｔｉｄｅ ｈａｓ ａ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ
ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ＬＰＳ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ＭＬＥ⁃１２ ｃｅｌｌｓ， ｐｏｔｅｎｔｉａｌｌｙ ｔｈｒｏｕｇｈ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ Ａｋｔ ａｎｄ Ｅｒｋ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ， ｔｈｅｒｅｂｙ
ｒｅｄｕｃｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｍｅｄｉａｔｏｒｓ ａｎｄ ａｌｌｅｖｉａｔｉｎｇ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｄａｍａｇｅ， ｕｌｔｉｍａｔｅｌｙ ｐｒｏｔｅｃｔｉｎｇ ｔｈｅ
ｌｕｎｇｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 ｄｕｌａｇｌｕｔｉｄｅ； ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ； ａｃｕｔｅ ｌｕｎｇ ｉｎｊｕｒｙ； ＭＬＥ⁃１２ ｃｅｌｌｓ； ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ
Ｆｕｎｄ ｐｒｏｇｒａｍｓ 　 Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ Ａｎｈｕｉ Ｅｄｕｃａｔｉｏｎａｌ Ｃｏｍｍｉｔｔｅｅ （Ｎｏ． ２０２３ＡＨ０５３１８２）；
Ｈｅａｌｔｈ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ Ａｎｈｕｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ （Ｎｏ． ＡＨＷＪ２０２３Ｂａｃ１００１０）
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ　 Ｚｈｏｎｇ Ｘｉｎｇ， Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｚｈｏｎｇｘｉｎｇ７６１＠ １６３． ｃｏｍ
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