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摘要：目的 探讨晚期糖基化终末产物受体（RAGE）信号对甲苯二异氰酸脂（TDI）哮喘小鼠黏蛋白MUC5AC表达及气道黏液分

泌的影响。方法 在体内水平上建立TDI小鼠哮喘模型，实验分4组：对照组、TDI溶剂（AOO）致敏激发组、TDI致敏激发组、

RAGE抑制剂处理组。采用糖原染色评估各组间气道黏液分泌情况，Western blotting及免疫组化法检测MUC5AC表达水平。

同时通过Western blotting检测各组间细胞外调节蛋白激酶（ERK）通路磷酸化水平。在体外水平配制TDI-人血清白蛋白（TDI-

HSA）复合物，刺激人支气管上皮细胞（16HBE）及经慢病毒转染空载体和 shRNA-RAGE载体的人支气管上皮细胞，检测各组

MUC5AC 及ERK通路分子表达情况，加入ERK抑制剂U0126后,进一步评估MUC5AC mRNA表达情况。结果 与对照组相

比，TDI哮喘组小鼠糖原染色阳性率及MUC5AC表达升高（P<0.05），p-ERK表达增多（P<0.05），RAGE抑制剂处理组糖原染色

阳性率及MUC5AC表达较TDI组减少（P<0.05）。同时，p-ERK表达下降（P<0.05）。体外水平，与对照组相比，TDI-HSA处理组

MUC5AC mRNA及p-ERK表达增多（P<0.05），sh RNA-RAGE组MUC5AC mRNA及p-ERK表达下调（P<0.05），ERK抑制剂

预处理组，MUC5AC mRNA 表达下调（P<0.05）。结论 TDI 小鼠哮喘模型下 RAGE 可能通过激活 ERK 通路促进黏蛋白

MUC5AC的表达及黏液高分泌的发生。
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基础研究

Abstract: Objective To explore the role of the receptor for advanced glycation end products (RAGE) in regulating the
expression of MUC5AC and mucus production in a mouse model of toluene diisocyanate (TDI)-induced asthma. Methods
BALB/c mice were randomly divided into control group, vehicle (AOO) group, TDI-induced asthma group and RAGE
inhibitor (FPS-ZM1) group. PAS staining, Western blotting, and immunohistochemistry were used to analyze the changes in
mucus production and MUC5AC expression in the airway of the mice, and the expression of p-ERK was detected with
Western blotting. In vitro cultured human bronchial epithelial cell line 16HBE was transfected with lentiviral vector carrying
short hairpin RNA targeting RAGE (shRNA-RAGE) and subsequently challenged with a TDI-human serum albumin (TDI-
HSA) conjugate, and the changes in cellular MUC5AC mRNA expression as detected using RT-PCR; the protein expressions of
ERK and p-ERK in the cells were examined with Western blotting. The effect of ERK inhibitor U0126 pretreatment on
MUC5AC mRNA expression was also analyzed in the cells. Results Compared with the control mice, TDI-induced asthmatic
mice showed significantly higher rates of PAS positivity and increased MUC5AC and p-ERK expressions in the airway (P<
0.05). Treatment with FPS-ZM1 significantly decreased PAS positivity and lowered MUC5AC and p-ERK expressions in the
airway of the asthmatic mice (P<0.05). Exposure of 16HBE cells to TDI-HSA caused a significant increase in MUC5AC mRNA

expression and p-ERK protein expression (P<0.05), while
RAGE knockdown obviously suppressed TDI-HSA-
induced upregulation of p-ERK and MUC5AC mRNA (P<
0.05). Treatment with the ERK inhibitor U0126 also
lowered TDI-HSA-induced up-regulation of MUC5AC
mRNA in the cells (P<0.05). Conclusion RAGE signaling
induces MUC5AC expression via extracellular signal-
regulated kinase pathway to promote mucus
overproduction in mice with TDI-induced asthma.
Keywords: toluene diisocyanate; asthma; receptor for
advanced glycation end products; MUC5AC; p-ERK
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支气管哮喘（简称哮喘）是一种常见的慢性气道疾

病，全球约有3亿哮喘患者，每年约25万人因哮喘导致

死亡［1］。气道黏液高分泌是支气管哮喘重要病理生理

特征之一。正常生理状况下，气道黏液的分泌是呼吸道

防御的一种自身保护机制。气道黏液由多种组分混合

而成，其中黏蛋白是其主要成分。在已知的21种黏蛋

白基因中，MUC5AC编码的蛋白是呼吸道黏液最丰富的

组分，同样也是哮喘患者气道表达最丰富的黏蛋白［2-3］。

其与哮喘气道黏液的过度分泌和杯状化生过程密切相

关［4-5］。气道分泌的含MUC5AC丰富的大量黏液甚至

可形成黏液栓，过多的黏液可造成哮喘患者的气道细菌

定植、气流受限及通气功能障碍，甚至造成哮喘相关的

致死性的危害［6］。因此，抑制气道的黏液高分泌可能成

为哮喘治疗的靶点。

甲苯二异氰酸脂（TDI）是工业环境中常见的一种

小分子过敏原，广泛存在于油漆、聚氨酯泡沫、涂料之

中，其是诱发职业性哮喘最为常见的原因之一［7］。TDI

诱发的哮喘病理生理特征与普通哮喘相似，具有气道炎

症、气道高反应及气道重塑等特征。晚期糖基化终末产

物受体（RAGE）是一种模式识别受体，可通过识别多种

配体，介导下游多种信号通路，其与许多慢性气道疾病

密切相关，近年来在哮喘的作用备受关注［8-10］。本课题

组前期研究发现在TDI介导的小鼠哮喘模型中RAGE

表达明显升高，且阻断RAGE信号可显著减轻TDI哮喘

小鼠的气道炎症反应及气道高反应性［11］，但其是否也能

影响气道黏液的分泌尚不明确。因此本实验采用TDI

小鼠哮喘模型及气道上皮细胞模型，通过干预RAGE信

号来探讨其对TDI哮喘模型黏液分泌及MUC5AC表达

的影响及可能的机制。

1 材料和方法

1.1 试剂

丙酮、橄榄油、TDI（sigma）；RAGE 抑制剂 FPS-

ZM1（Millipore），RAGE一抗（abcam）、MUC5AC一抗

（abcam）、ERK p-ERK（cst）；ERK抑制剂U0126（sellneck），

HE染液，DAB显色试剂盒。

1.2 实验动物及TDI哮喘动物模型建立

SPF级雄性BALB/c小鼠30只，购自南方医科大学

实验动物中心，6~8周龄，体质量22~22 g，随机分为4

组：对照组（Control 组）、AOO（TDI溶剂，丙酮和橄榄油

混合液）致敏激发组、哮喘组（TDI组）、RAGE抑制剂

组。对照组为未经过致敏激发处理的同批小鼠。TDI

组：致敏阶段：第1天及第8天采用0.3% TDI（溶剂为丙

酮与橄榄油混合物）20 μL滴到小鼠耳背，40 μL/只；激发

阶段：第15、18、21天给予3% TDI雾化吸入，TDI持续雾

化3 h。每次激发前1 h按150 mg/kg剂量腹腔注射生

理盐水。AOO组：操作同实验组，但致敏及激发采用

TDI溶剂。RAGE抑制剂组：操作过程同实验组，但每

次激发前1 h按150 mg/kg剂量腹腔注射RAGE抑制剂

FPS-ZM1。

1.3 淋巴细胞培养、肺组织糖原染色、免疫组化

动物模型建立3周后处死小鼠，取小鼠颈部淋巴结

组织，经细胞筛处理后细胞计数，以1×107/mL接种于含

3.5 mg/mL刀豆素A的完全培养基中培养48 h，留上清

液。取右肺组织制作石蜡切片，常规脱蜡至水，做HE染

色，糖原染色及气道MUC5AC的免疫组化。详见相关

资料。

1.4 TDI-人血清白蛋白（TDI-HSA）复合物的配制

TDI-HSA复合物配制方法如文献［12］中所述，TDI

与HSA摩尔比大约为4.5。

1.5 细胞培养、shRNA-RAGE慢病毒转染及筛选

人支气管上皮细胞16HBE购自中科院，其采用含

10%胎牛血清的RPMI 1640培养基，在37 ℃、5% CO2

培养箱中传代培养，细胞生长状态良好时用于实验。敲

低RAGE基因表达的慢病毒包装系统由南京爱必梦生

物材料有限公司完成，构建RAGE基因干扰重组质粒，

将重组后的质粒与慢病毒转染试剂混合转染293T细

胞，72 h收集病毒上清，感染16HBE细胞。空载体质粒

同上操作感染的16HBE细胞作为阴性对照，未感染慢

病毒的16HBE细胞作为空白对照。将细胞扩大培养后

经流式细胞仪分选富集GFP阳性细胞，Western blotting

检测RAGE干扰效率。

1.6 Western blotting及ELISA

采用凯基蛋白提取试剂盒抽提细胞及肺组织总蛋

白，Bradford法进行蛋白浓度测定。取等量蛋白样品进

行SDS-PAGE电泳，恒压将蛋白转至PVDF膜，5%脱脂

奶粉封闭1 h，孵一抗4 ℃过夜，TBST洗膜30 min，二抗

孵育1 h，TBST洗膜30 min，LI-COR红外荧光扫描成像

检测。ELISA操作参见具体说明书。

1.7 荧光定量RT-PCR

检测细胞中 MUC5AC mRNA 的表达。采用

RNAiso Reagent试剂（TaKaRa）参照说明书提取各组细

胞内总RNA，取1 μg RNA逆转录（逆转录试剂盒购自

TaKaRa），按试剂盒说明书合成 cDNA。MUC5AC及

GAPDH引物序列如下：MUC5AC的上下游引物分别

是 5'- CTGCCAAGTGGTCAGAGGG- 3'和 5'-TGTCC

AGGAAGGTGTAGTAGGTG-3'内参GAPDH上下游

引物分别是5'-AGTGGATATTGTTGCCATCA-3'和5'-

GAAGATGGTGATGGGATTTC-3'，通过实时定量PCR

扩增目的基因，PCR反应条件为：95 ℃预变性30 s 95 ℃
变性5 s 60 ℃退火、延伸20 s，反应40个循环。采用2－△△Ct

法分析目的基因mRNA的相对表达水平。
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1.8 统计学分析

实验数据以均数±标准差表示，采用SPSS 20.0统

计软件分析处理，比较采用单因素方差分析，符合方差

齐性检验者，使用Bonferonni方法分析，不符合方差齐

性检验者，使用Dunnett's T3分析，以P<0.05表示差异

具有统计学意义。

2 结果

2.1 RAGE抑制剂减少TDI哮喘模型黏液分泌

TDI小鼠哮喘模型建立后，采用ELISA法检测各组

间小鼠血清 IgE及淋巴上清液中Th2型细胞因子 IL-4

的水平，结果发现TDI组小鼠IgE及IL-4明显释放增多

（图1A、B）。肺组织糖原染色结果显示：相比Control组

及AOO组，TDI哮喘组小鼠糖原染色评分升高（图1C，

P<0.05）。气道上皮杯状细胞显著增生，黏液分泌增多

（图1D）。与单纯TDI哮喘组相比，采用RAGE抑制剂

FPS-ZMI处理的小鼠，糖原染色评分减少（图 1C，P<

0.05），气道上皮杯状细胞数量及黏液分泌减少（图1D）。
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图1 RAGE抑制剂对于小鼠TDI哮喘模型气道黏液分泌的影响
Fig.1 Effects of RAGE antagonists on mucus production in mice with TDI-induced asthma. A, B: Serum levels of total IgE and
IL- 4 in auricular lymph node cells, respectively, measured using ELISA; C: PAS score for assessing mucus production in
different groups; D: PAS stained of the lung sections in different groups (Original magnification, ×200). *P<0.05 vs AOO group;
#P<0.05 vs TDI group.

2.2 RAGE抑制剂减少TDI哮喘模型MUC5AC的表达

采用免疫组化及Western blotting法进一步检测

MUC5AC在肺部的分布及表达。结果显示：TDI组气

道上皮MUC5AC染色阳性率较对照组（Control组）及

AOO组有明显增多，而RAGE抑制剂组较TDI组有所

下降（图2A）。Western blotting结果显示：与AOO组相

比，TDI哮喘组RAGE的表达显著增高（图2B，P<0.05），

与此同时，TDI哮喘组MUC5AC的表达较AOO也显著

增多（图2B，P<0.05），采用RAGE抑制剂组MUC5AC

表达出现下降，与TDI哮喘组相比差异具有统计学意义
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（图2B，P<0.05）。

2.3 RAGE抑制剂可抑制TDI哮喘模型的ERK信号通路

采用Western blotting法比较各组间ERK通路的变

化情况，Western blotting统计结果显示：与AOO组相

比，TDI组的p-ERK蛋白水平表达显著升高（图3B，P<

0.05），而RAGE抑制剂组较TDI哮喘组p-ERK表达明

显下降，差异具有统计学意义（P<0.05）。

Control AOO TDI TDI+FPS-ZM1

p-ERK

t-ERK

图3 RAGE抑制剂对TDI哮喘模型ERK磷酸化水平的影响
Fig.3 Effects of RAGE antagonists on ERK signaling pathway in mice with TDI-induced asthma. A: Western blotting for
p-ERK in different groups; B: Densitometric analysis of the blots. *P<0.05 vs AOO group, #P<0.05 vs TDI group.
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图2 RAGE抑制剂对于TDI哮喘小鼠MUC5AC表达的影响
Fig.2 Effects of RAGE antagonists on MUC5AC expression in mice with TDI-induced asthma. A: Representative
immunohistochemical staining of MUC5AC in each group (×200); B: Western blotting of MUC5AC in the lungs in different
groups; C: Densitometric analysis of the blots . *P<0.05 vs AOO group; #P<0.05 vs TDI group.
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2.4 敲低RAGE表达下调TDI-HSA诱导的16HBE的

MUC5AC的表达

体外配制TDI-HSA复合物刺激16HBE细胞，并且

构建RAGE敲低的稳定细胞株，比较各组间MUC5AC

的表达情况。Western blotting 结果显示，RAGE-

shRNA稳转细胞株的RAGE表达水平较空载体组明显

降低（P<0.05，图4 A）。采用80 μg/mL TDI-HSA复合

物处理 16HBE 细胞 24 h，比较敲低 RAGE 表达后

MUC5AC mRNA的改变情况。运用2－△△Ct法计算出各

组 MUC5AC mRNA 水平相对于空白对照组的表达

量。结果显示 TDI-HSA 处理组（2.31±0.13）与 TDI-

HSA 处理空载体组（2.24±0.04）较空白对照组（0.8±

0.06）MUC5AC表达水平明显升高（图4B，P<0.05），而

TDI-HSA处理shRNA-RAGE组（1.71±0.09）MUC5AC

表达水平下调，其与TDI-HSA组比较，差异有统计学意

义（图4B，P<0.05）。

图4 敲低RAGE表达对TDI-HSA处理的16HBE的MUC5AC表达的影响
Fig.4 Effect of RAGE knockdown on TDI- HSA- induced upregulation of MUC5AC gene in 16HBE cells. A:
Expression of RAGE in different group; B: Quantitative analysis of relative MUC5AC mRNA levels in different
groups. *P<0.05 vs control, #P<0.05 vs TDI-HSA group.
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2.5 敲低RAGE表达抑制TDI-HSA诱导的16HBE的

ERK通路所介导的MUC5AC的表达

采用Western blotting法检测各组间ERK通路的

变化情况，结果显示：与空白对照组相比，p-ERK在经

80 μg/mL TDI-HSA处理的16HBE细胞及空载体细胞

中表达显著增多（图5B，P<0.05），而 shRNA-RAGE组

的p-ERK表达显著下调，与TDI-HSA组相比，差异有统

计学意义（P<0.05）。运用 ERK 抑制剂 10 μmol/L

U0126预处理16HBE 2 h后，加80 μg/mL TDI-HSA处

理24 h，采用RT-PCR法检测各组间MUC5AC的表达

水平，结果显示：单用U0126对照组与空白对照组的

MUC5AC的表达无统计学差异，与空白对照组相比，

TDI-HSA组的MUC5AC mRNA的表达显著升高，而

与TDI-HSA组（2.96±0.10）相比，ERK抑制剂预处理组

（1.99±0.03）能减少MUC5AC的表达，差异有统计学意

义（图5C，P<0.05）。

3 讨论

本研究首次发现TDI哮喘小鼠气道黏膜MUC5AC

显著上调表达，RAGE抑制剂 FPS-ZM1能显著减少

TDI哮喘气道的黏液分泌及MUC5AC的表达。气道黏

液主要由气道上皮杯状细胞和黏液下腺体所分泌的黏

蛋白，水，脂质及无机盐组成，其中黏蛋白构成了黏液最

主要的成分。而MUC5AC作为呼吸道表达最主要的黏

蛋白，其多由气道表面的杯状细胞所分泌。已有多项研

究表明哮喘患者气道上皮及诱导痰中MUC5AC的表

达较健康受试者明显增多，且随哮喘严重程度增加而

升高［13-14］，其水平与气道高反应性、杯状化生以及黏液栓

的形成密切相关［15］。卵蛋白或屋尘螨致敏的小鼠哮喘

模型中也同样有MUC5AC的增多［16-17］。本研究首先建

立TDI哮喘小鼠哮喘模型，与前期研究［18］一致的是，TDI

诱发的哮喘小鼠表现为杯状上皮化生显著增多，进一步

检测发现，相比对照组，哮喘组小鼠气道上皮内MUC5AC

的表达显著增多。

大量体外研究证实多种促炎介质包括多种炎症因

子、细菌病毒产物以及某些化学成分均能刺激气道上皮

细胞上调黏蛋白基因转录。IL-13在气液培养的人支气

管气道上皮细胞中诱导杯状细胞化生，上调MUC5AC

的表达［19］。大肠杆菌、香烟萃取物等也被报道能上调气

道上皮细胞MUC5AC的表达［20］。本实验研究发现在体

外16HBE细胞研究模型中，TDI-HSA复合物也可显著

增加气道上皮细胞中MUC5AC基因的表达，提示TDI

能够诱导哮喘小鼠的黏液高分泌及气道上皮细胞

MUC5AC的表达。
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图 5 抑制 ERK 通路对 TDI- HSA 诱导的
MUC5AC表达的影响
Fig.5 Effects of ERK inhibitor on TDI-HSA-
induced upregulation of MUC5AC expression.
A: Expression of p-ERK in different groups;
B: Densitometric analysis of the blots; C:
Quantitative analysis of relative MUC5AC
mRNA levels in different groups. *P<0.05 vs
control group, #P<0.05 vs TDI-HSA group.
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研究提示RAGE与哮喘的发生发展密切相关，敲

低RAGE小鼠可明显减轻卵蛋白、屋尘螨等多种过敏原

诱导的气道炎症反应及气道高分应性［10, 21］。前期研究

同样支持RAGE信号的激活参与了TDI哮喘的气道炎

症过程［11］。本研究在TDI致敏的小鼠哮喘模型中发现，

RAGE抑制剂可显著改善TDI诱导的杯状上皮化生及

MUC5AC的表达及分布。进一步在体外16HBE敲低

RAGE 的表达，同样发现可降低 TDI-HSA 诱导的

MUC5AC 的表达。既往有研究在体外水平上发现

RAGE配体钙结合蛋白S100蛋白能诱导气道上皮细胞

MUC5AC的表达［22］，这与本研究结果一致。课题组前

期研究亦发现，TDI小鼠哮喘模型中RAGE配体包括钙

结合蛋白S100蛋白，高迁移率族蛋白1（HMGB1）均显

著上调表达［11］。上述研究结果提示RAGE参与了哮喘

气道上皮黏液高分泌及MUC5AC的表达。

那么，RAGE信号是如何调控MUC5AC的表达

呢？MUC5AC的表达可受多种刺激物的调控，这些刺

激物通过激活多种胞内下游通路实现MUC5AC基因表

达的调控，多项研究证实 ERK 通路的活化可能在

MUC5AC的调控中占有重要地位［19-20, 22-23］。前期研究也

显示TDI哮喘模型中ERK通路明显活化，且参与了屏

障功能破坏［24］。本研究设想ERK也参与TDI哮喘模型

MUC5AC的表达，与此一致，在哮喘模型及16HBE模

型中，RAGE抑制剂或者敲低RAGE的表达均能减少

TDI所诱导的ERK的磷酸化水平，进一步抑制ERK通

路能显著下调气道上皮细胞中TDI所诱导的MUC5AC

的表达，支持RAGE信号可能通过促进下游ERK通路

的活化，从而调控气道上皮MUC5AC的表达。然而，

ERK通路是如何激活MUC5AC的机制尚不清楚，有研

究表明MUC5AC基因的启动子序列包含多个Sp1转录

因子的连接位点，而其多受上游ERK通路的调控［25-26］，

这可能是机制之一，值得深入探讨。

综上所述，本实验证实RAGE信号可调控TDI哮

喘模型气道黏液的分泌及MUC5AC的表达，RAGE信

号可能通过激活 ERK 通路介导了气道上皮内

MUC5AC的表达及气道黏液高分泌的发生。本研究为

治疗TDI哮喘的黏液高分泌提供了新的理论依据。
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