
·75·实用心脑肺血管病杂志 2023年5月第31卷第5期 　投稿网址：http://www.syxnf.net

·论著·

基于转录组学分析尼古丁诱导气道上皮细胞
炎症反应的机制

李倩1，2，李婧娥2，李媛2，高笑宇2，孙德俊2

【摘要】　目的　基于转录组学分析尼古丁诱导气道上皮细胞炎症反应的机制。方法　本实验时间为2021年6月
至2022年10月。取对数生长期的BEAS-2B细胞，将其随机分为A组（空白对照）、B组（1 nmol/L尼古丁处理24 h）、

C组（10 nmol/L尼古丁处理24 h）、D组（100 nmol/L尼古丁处理24 h）、E组（1 μmol/L尼古丁处理24 h）、F组（10 
μmol/L尼古丁处理24 h）、G组（100 μmol/L尼古丁处理24 h）、H组（1 mmol/L尼古丁处理24 h）、I组（5 mmol/L
尼古丁处理24 h）、J组（10 mmol/L尼古丁处理24 h）、K组（15 mmol/L尼古丁处理24 h），采用细胞计数试剂盒8
（CCK-8）检测各组细胞增殖活性。取对数生长期的BEAS-2B细胞，将其随机分为空白对照组与5 mmol/L尼古丁组

（5 mmol/L尼古丁处理24 h），采用实时荧光定量PCR检测各组IL-1β、IL-8 mRNA表达水平。取对数生长期的BEAS-
2B细胞，将其随机分为空白对照组与5 mmol/L尼古丁组（5 mmol/L尼古丁处理24 h），采用ELISA检测各组IL-1β、

IL-8蛋白表达水平。取对数生长期的BEAS-2B细胞，将其随机分为空白对照组与5 mmol/L尼古丁组（5 mmol/L尼古丁

处理24 h），收集各组细胞后进行转录组学测序。采用实时荧光定量PCR验证差异表达基因。采用clusterProfiler工具

包对差异表达基因进行GO功能富集分析和KEGG通路富集分析。结果　I组、J组、K组细胞增殖活性低于A组、B组、

C组、D组（P＜0.05）；J组、K组细胞增殖活性低于E组、F组、G组、H组、I组（P＜0.05）；K组细胞增殖活性低

于J组（P＜0.05）。5 mmol/L尼古丁组IL-1β、IL-8 mRNA表达水平高于空白对照组（P＜0.05）。5 mmol/L尼古丁组

IL-1β、IL-8蛋白表达水平高于空白对照组（P＜0.05）。转录组学测序结果显示，共检出24 751个基因，其中7 539
个差异表达基因（3 771个基因表达上调，占50.02%；3 768个基因表达下调，占49.98%）。选出P值最小的19个差异

表达基因，实时荧光定量PCR检测结果显示，EGR3、IL-24、NOV、CXCL8、CXCL2、JUN、FASN、HSPA5、AXL、
IGFBP4、FADS1、ANXA3、TUBA1A、ACSS2、EZR、STMN3、CPA4、HMGCS1、UCP2表达水平与转录组学检测结

果一致。GO功能富集分析结果显示，在生物过程（BP）方面，上述19个差异表达基因主要与DNA复制、辅因子生物

合成过程、粒细胞激活等相关；在细胞组分（CC）方面，上述19个差异表达基因主要与黏着斑、细胞-基质黏附结、

细胞基质结等相关；在分子功能（MF）方面，上述9个差异表达基因主要与钙黏着蛋白结合、细胞黏附分子结合、

单链RNA结合等相关。KEGG通路富集分析结果显示，共富集到322条KEGG通路，前5条分别为肌动蛋白细胞骨架调

节、癌症中miRNA、细胞周期、碳代谢、溶酶体。结论　尼古丁诱导气道上皮细胞炎症反应的机制可能与EGR3、
IL-24、NOV、CXCL8、CXCL2、JUN、FASN、HSPA5、AXL、IGFBP4、FADS1、ANXA3、TUBA1A、ACSS2、EZR、

STMN3、CPA4、HMGCS1、UCP2的异常表达有关，涉及粒细胞激活、中性粒细胞脱颗粒与相关免疫、细胞-基质黏附

结、肌动蛋白结合等细胞功能及肌动蛋白细胞骨架调节、癌症中miRNA、细胞周期等通路。
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2017年全球疾病负担研究显示，我国是世界上最大

的烟草生产国和消费国，也是最大的烟草受害国，中国

吸烟人群已超过3.71亿人，二手烟（secondhand smoke，
SHS）暴露人群超3.402亿人，还有12.60万电子烟使用

者［1］。2018年中国疾病预防控制中心中国成人烟草调

查报告显示，15岁及以上的吸烟人群高达26.6%，其中

50.5%为成年男性［2］。香烟中含有多种有害成分，如烟

焦油、尼古丁、一氧化碳、丙酮、砷、烟碱等［3］，其

不仅是导致慢性阻塞性肺疾病和肺癌等常见呼吸系统疾

病的首要因素［4-5］，而且会增加急性呼吸窘迫综合征的

发生风险［6］。其中尼古丁是烟草烟雾中最主要的成瘾

性成分，长期接触尼古丁会促进多巴胺释放，降低大脑

对烟碱乙酰胆碱受体（nicotinic acetylcholine receptor，
nAChR）的反应性，导致成瘾和依赖［7-8］。尼古丁与炎

症反应的关系一直受到广泛关注。吸烟时，尼古丁等有

害物质通过气道进入肺部，然后通过血液到达全身各个

组织器官，造成不同程度的损伤［9］。长期暴露于这些

有害成分会引起气道上皮细胞抗菌防御能力以及肺屏障

保护作用下降、DNA修复功能障碍，导致炎症细胞渗透

到黏膜、黏膜下和腺组织，造成细胞基质破坏、血液供

【Abstract】　Objective　To analyze the mechanism of nicotine-induced airway epithelial cell inflammation based 
on transcriptomics. Methods　This experiment was conducted from June 2021 to October 2022. BEAS-2B cells at logarithmic 
growth stage were randomly divided into group A (blank control) , group B (treated with 1 nmol/L nicotine for 24 hours) , group 
C (treated with 10 nmol/L nicotine for 24 hours) , group D (treated with 100 nmol/L nicotine for 24 hours) , group E (treated with 
1 μmol/L nicotine for 24 hours) , group F (treated with 10 μmol/L nicotine for 24 hours) , group G (treated with 100 μmol/L 
nicotine for 24 hours) , group H (treated with 1 mmol/L nicotine for 24 hours) , group I (treated with 5 mmol/L nicotine for 24 
hours) , group J (treated with 10 mmol/L nicotine for 24 hours) and group K (treated with 15 mmol/L nicotine for 24 hours) , and 
cell proliferation activity of each group was detected by cell counting kit 8 (CCK-8) . BEAS-2B cells at logarithmic growth stage 
were randomly divided into blank control group and 5 mmol/L nicotine group (treated with 5 mmol/L nicotine for 24 h) , and real-
time fluorescence quantitative PCR was used to detect mRNA expression levels of IL-1β and IL-8 in each group. BEAS-2B 
cells at logarithmic growth stage were randomly divided into blank control group and 5 mmol/L nicotine group (treated with 5 
mmol/L nicotine for 24 h) , and the expression levels of IL-1β and IL-8 protein in each group were detected by ELISA. BEAS-
2B cells at logarithmic growth stage were randomly divided into blank control group and 5 mmol/L nicotine group (treated with 5 
mmol/L nicotine for 24 h) , and cells from each group were collected for transcriptomic sequencing. The differentially expressed 
genes were verified by real-time quantitative PCR. GO functional enrichment analysis and KEGG pathway enrichment analysis 
of differentially expressed genes were performed using clusterProfiler toolkit. Results　The cell proliferation activity of groups I, 
J and K was lower than that of groups A, B, C and D (P < 0.05) . The cell proliferation activity of groups J and K was lower than 
that of groups E, F, G, H and I (P < 0.05) . The cell proliferation activity of group K was lower than that of group J (P < 0.05) . The 
mRNA expression levels of IL-1β and IL-8 in 5 mmol/L nicotine group were higher than those in blank control group (P < 0.05) .  
The expression levels of IL-1β and IL-8 protein in 5 mmol/L nicotine group were higher than those in blank control group (P 
< 0.05) . Transcriptomic sequencing results showed that a total of 24 751 genes were detected, including 7 539 differentially 
expressed genes (3 771 genes were upregulated, accounting for 50.02%; 3 768 genes were downregulated, accounting for 49.98%) .  
The 19 differentially expressed genes with the smallest P value were selected, and the real-time quantitative PCR detection 
results showed that, the expression levels of EGR3, IL-24, NOV, CXCL8, CXCL2, JUN, FASN, HSPA5, AXL, IGFBP4, FADS1, 
ANXA3, TUBA1A, ACSS2, EZR, STMN3, CPA4, HMGCS1 and UCP2 were consistent with the results of transcriptomic detection. 
GO functional enrichment analysis showed that in terms of biological processes (BP) , the 19 differentially expressed genes were 
mainly related to DNA replication, cofactor biosynthesis, granulocyte activation, etc; in terms of cell components (CC) , the 19 
differentially expressed genes were mainly related to adhesion plaques, cell-matrix adhesion junctions, cell matrix junctions, 
etc; in terms of molecular function (MF) , the 19 differentially expressed genes were mainly related to calcium adhesion protein 
binding, cell adhesion molecule binding, single stranded RNA binding, etc. The results of KEGG pathway enrichment analysis 
showed that 322 KEGG pathways were enriched, and the first 5 pathways were actin cytoskeleton regulation, miRNA in cancer, 
cell cycle, carbon metabolism, and lysosome. Conclusion　The mechanism of nicotine-induced inflammatory response in airway 
epithelial cells may be related to the abnormal expression of EGR3, IL-24, NOV, CXCL8, CXCL2, JUN, FASN, HSPA5, AXL, 
IGFBP4, FADS1, ANXA3, TUBA1A, ACSS2, EZR, STMN3, CPA4, HMGCS1 and UCP2, involving cellular functions such as 
granulocyte activation, neutrophilic granulocyte degranulation and associated immunity, cell-matrix adhesion junctions and actin 
binding, and pathways such as actin cytoskeleton regulation, miRNA in cancer, and cell cycle.

【Key words】　Inflammation; Epithelial cells; Nicotine; Transcriptomics
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应不足和上皮细胞凋亡［10-12］。近年来，生物信息学分

析被广泛用于确定可靠和关键的疾病生物标志物。本研

究旨在基于转录组学分析尼古丁诱导气道上皮细胞炎症

反应的机制，现报道如下。

1　材料与方法

1.1　实验时间　本实验时间为2021年6月至2022年 
10月。

1.2　实验材料

1.2.1　实验细胞　气道上皮细胞BEAS-2B细胞购自中国

科学院细胞库。

1.2.2　主要实验试剂　细胞计数试剂盒8（cell counting 
kit-8，CCK-8）溶液购自苏州宇恒生物科技有限公司，

反转录试剂盒、TB GreenPremix Ex TaqⅡ（Tli RNaseH 
Plus）购自TaKaRa，DEME细胞培养液和胎牛血清购自

Gibco。
1.3　实验方法

1.3.1　细胞培养　以2×105个/孔的密度将BEAS-2B细

胞接种于六孔板中，加入含10%胎牛血清的DEME细胞

培养液，于含5% CO2的37 ℃细胞培养箱中培养。

1.3.2　CCK-8检测细胞增殖活性　取对数生长期的

BEAS-2B细胞，使用血球计数板进行细胞计数，以

5×103/ml的密度将细胞接种于96孔板（100 μl/孔），

将其随机分为A组（空白对照）、B组（1 nmol/L尼古丁

处理24 h）、C组（10 nmol/L尼古丁处理24 h）、D组

（100 nmol/L尼古丁处理24 h）、E组（1 μmol/L尼古丁

处理24 h）、F组（10 μmol/L尼古丁处理24 h）、G组

（100 μmol/L尼古丁处理24 h）、H组（1 mmol/L尼古

丁处理24 h）、I组（5 mmol/L尼古丁处理24 h）、J组
（10 mmol/L尼古丁处理24 h）、K组（15 mmol/L尼古丁

处理24 h），每组3个复孔，置于含5% CO2的37 ℃细胞

培养箱中培养24 h，每孔加入10 μl CCK-8溶液，继续

孵育2 h；取出96孔板，用酶标仪检测样本在450 nm处

的吸光度（A值），计算细胞存活率。

1.3.3　实时荧光定量PCR检测IL-1β、IL-8 mRNA表达

水平　取对数生长期的BEAS-2B细胞，使用血球计数板

进行细胞计数，以5×103/ml的密度将细胞接种于96孔
板（100 μl/孔），将其随机分为空白对照组与5 mmol/L
尼古丁组（5 mmol/L尼古丁处理24 h），采用实时荧光

定量PCR检测各组IL-1β、IL-8 mRNA表达水平：使

用RNAiso提取总RNA，使用反转录试剂盒将RNA反转

录成cDNA，使用TB GreenPremix Ex TaqII（Tli RNaseH 
Plus）试剂盒进行实时荧光定量PCR，引物序列见表1。
具体步骤按照说明书进行操作。实验独立重复3次。

1.3.4　ELISA检测IL-1β、IL-8蛋白表达水平　取对

数生长期的BEAS-2B细胞，使用血球计数板进行细胞

计数，以5×103/ml的密度将细胞接种于96孔板（100 

μl/孔），将其随机分为空白对照组与5 mmol/L尼古丁

组（5 mmol/L尼古丁处理24 h），采用ELISA检测各组

IL-1β、IL-8蛋白表达水平，具体步骤按照说明书进行

操作。实验独立重复3次。

1.3.5　转录组学测序　取对数生长期的BEAS-2B细胞，

将其随机分为空白对照组与5 mmol/L尼古丁组（5 mmol/L
尼古丁处理24 h），收集各组细胞（每组3个复孔，共6个
样品）后送至北京诺禾致源科技股份有限公司进行转录

组学测序。用featureCounts计算映射到每个基因的读数，

根据基因的长度计算每个基因的FPKM（每百万碱基对

测序的转录本序列片段的每千碱基片段的预期数量），

并计算映射到该基因的读数。使用R语言DESeq2包比较

空白对照组与5 mmol/L尼古丁组各基因的表达差异，以

P＜0.05且|log2FC|≥1为标准筛选差异表达基因。

1.3.6　实时荧光定量PCR验证差异表达基因　根据差异

表达基因的P值对其进行排序，筛选出P值最小的20个
差异表达基因。取对数生长期的BEAS-2B细胞，将其分

为空白对照组与5 mmol/L尼古丁组（5 mmol/L尼古丁处

理24 h），采用实时荧光定量PCR检测各组差异表达基

因的表达水平，以验证转录组学测序结果的可靠性，具

体操作步骤同1.3.3，引物序列见表2。
1 . 3 . 7 　 G O 功 能 、 K E G G 通 路 富 集 分 析 　 采 用

clusterProfiler工具包对差异表达基因进行GO功能富集分

析和KEGG通路富集分析，修正其中的基因长度偏差。

1.4　统计学方法　采用GraphPad Prism 9软件进行数据

分析。计量资料以（x±s）表示，多组间比较采用单因

素方差分析，组间两两比较采用LSD-t检验。以P＜0.05
为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　细胞增殖活性　A组、B组、C组、D组、E组、

F组、G组、H组、I组、J组、K组细胞增殖活性分别

为（1.00±0）、（1.03±0.05）、（1.00±0.06）、

（1.02±0.07）、（0.96±0.02）、（0.95±0.02）、

（0.97±0.01）、（0.94±0.03）、（0.89±0.05）、

（0.68±0.02）、（0.39±0.03）。11组细胞增殖活性

比较，差异有统计学意义（F=126.52，P＜0.001）。其

中I组、J组、K组细胞增殖活性低于A组、B组、C组、D
组，差异有统计学意义（P＜0.05）；J组、K组细胞增

殖活性低于E组、F组、G组、H组、I组，差异有统计学

表1　实时荧光定量PCR检测IL-1β、IL-8 mRNA表达水平的引物序列
Table 1　Primer sequence of IL-1β and IL-8 mRNA expression levels 
detected by real-time quantitative PCR

基因 上游引物（5'-3'） 下游引物（5'-3'）

GAPDH GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG

IL-1β AGCTACGAATCTCCGACCAC CGTTATCCCATGTGTCGAAGAA

IL-8 ACTGAGAGTGATTGAGAGTGGAC AACCCTCTGCACCCAGTTTTC
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意义（P＜0.05）；K组细胞增殖活性低于J组，差异有

统计学意义（P＜0.05）。

2.2　IL-1β、IL-8 mRNA表达水平　5 mmol/L尼古丁组

IL-1β、IL-8 mRNA表达水平高于空白对照组，差异有

统计学意义（P＜0.05），见表3。
2.3　IL-1β、IL-8蛋白表达水平　5 mmol/L尼古丁组

IL-1β、IL-8蛋白表达水平高于空白对照组，差异有统

计学意义（P＜0.05），见表4。
2.4　转录组学测序结果　共检出24 751个基因，其

中7 539个差异表达基因（3 771个基因表达上调，占

50.02%；3 768个基因表达下调，占49.98%）。

2.5　差异表达基因验证结果　P值最小的20个差异表

达基因分别为EGR3、IL-24、NOV、CXCL8、CXCL2、
JUN、FASN、HSPA5、AXL、IGFBP4、FADS1、
ANXA3、TUBA1A、ACSS2、EZR、STMN3、CPA4、
HMGCS1、UCP2、TRIM16L，其中TRIM16L由于引物设

计失败未完成验证。实时荧光定量PCR检测结果显示，

EGR3、IL-24、NOV、CXCL8、CXCL2、JUN、FASN、

HSPA5、AXL、IGFBP4、FADS1、ANXA3、TUBA1A、

ACSS2、EZR、STMN3、CPA4、HMGCS1、UCP2表达水

平与转录组学检测结果一致，见图1。
2.6　GO功能、KEGG通路富集分析结果　GO功能富集

分析结果显示，共富集到7 619个GO功能条目，其中 
5 825个涉及生物过程（biological process，BP）、731个
涉及细胞组分（cellular component，CC）、1 063个涉及

分子功能（molecular function，MF）；在BP方面，上述

19个差异表达基因主要与DNA复制、辅因子生物合成过

程、粒细胞激活、中性粒细胞激活、依赖DNA的DNA
复制、中性粒细胞脱颗粒、中性粒细胞介导免疫、中性

粒细胞活化参与免疫反应、有丝分裂细胞周期相变、

辅酶生物合成过程等相关；在CC方面，上述19个差异

表达基因主要与黏着斑、细胞-基质黏附结、细胞基质

结、线粒体基质、核被膜、细胞皮层部分、肌动蛋白细

胞骨架、皮层细胞骨架、空泡部分、细胞皮层部分等相

关；在MF方面，上述19个差异表达基因主要与钙黏着

蛋白结合、细胞黏附分子结合、单链RNA结合、鸟嘌呤

二核苷酸磷酸（guanine dinucleotide phosphate，GDP）
结合、肌动蛋白结合、依赖DNA的ATP酶活性、烟酰

胺腺嘌呤二核苷酸（nicotinamide adenine dinucleotide，
NAD）结合、单链DNA结合、辅酶结合、GTPase抑制剂

活性等相关，见图2。
KEGG通路富集分析结果显示，共富集到322条

KEGG通路，前20条分别为肌动蛋白细胞骨架调节，

癌症中miRNA，细胞周期，碳代谢，溶酶体，小细胞

肺癌，糖尿病患者糖基化终末产物（advanced glycation 
end products，AGE）-糖基化终末产物受体（receptor 

for advanced glycation endproducts，RAGE）信号通路，

细胞外基质（extracellular matrix，ECM）-受体相互作

用，甘油代谢，缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸的降解，核

苷酸切除修复，DNA复制，丙酮酸代谢障碍，三羧酸循

环，错配修复，乙醛酸盐和二羧酸盐代谢，果糖和甘露

表2　实时荧光定量PCR验证差异表达基因的引物序列
Table 2　Primer sequences of differentially expressed genes verified by 
real-time fluorescent quantitative PCR

基因 上游引物（5'-3'） 下游引物（5'-3'）

GAPDH GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG

EGR3 GACATCGGTCTGACCAACGAG GGCGAACTTTCCCAAGTAGGT

IL-24 TGTGAAAGACACTATGCAAGCTC GTGACACGATGAGAACAAAGTTG

NOV CACGGCGGTAGAGGGAGATAA TGGGCCACAGATCCACTTTTC

CXCL8 ACTGAGAGTGATTGAGAGTGGAC AACCCTCTGCACCCAGTTTTC

CXCL2 GCTTGTCTCAACCCCGCATC TGGATTTGCCATTTTTCAGCATCTT

JUN TGTGTGGAATCAAGCACCTTC AGGCGTCATCATAAAACTCGTTC

FASN CCGAGACACTCGTGGGCTA CTTCAGCAGGACATTGATGCC

HSPA5 CACGGTCTTTGACGCCAAG CCAAATAAGCCTCAGCGGTTT

AXL GTGGGCAACCCAGGGAATATC GTACTGTCCCGTGTCGGAAAG

IGFBP4 GGTGACCACCCCAACAACAG GAATTTTGGCGAAGTGCTTCTG

FADS1 CTACCCCGCGCTACTTCAC CGGTCGATCACTAGCCACC

ANXA3 TTAGCCCATCAGTGGATGCTG CTGTGCATTTGACCTCTCAGT

TUBA1A TCGATATTGAGCGTCCAACCT CAAAGGCACGTTTGGCATACA

ACSS2 AAAGGAGCAACTACCAACATCTG GCTGAACTGACACACTTGGAC

EZR ACCAATCAATGTCCGAGTTACC GCCGATAGTCTTTACCACCTGA

STMN3 CGCACCCCAATACCGTCTAC GGACAGGTCAGAAGGGGACTT

CPA4 AGGTGGATACTGTTCATTGGGG TTGCTGATCTCGTCTCCATTTC

HMGCS1 GATGTGGGAATTGTTGCCCTT ATTGTCTCTGTTCCAACTTCCAG

UCP2 GGAGGTGGTCGGAGATACCAA ACAATGGCATTACGAGCAACAT

表3　空白对照组与5 mmol/L尼古丁组IL-1β、IL-8 mRNA表达水平比
较（x±s，n=3）
Table 3　Comparison of mRNA expression levels of IL-1β and IL-8 
between blank control group and 5 mmol/L nicotine group

组别 IL-1β mRNA IL-8 mRNA

空白对照组 1.00±0 1.00±0

5 mmol/L尼古丁组 1.31±0.01 1.86±0.21

t值 57.250 7.003

P值 ＜0.001 ＜0.001

表4　空白对照组与5 mmol/L尼古丁组IL-1β、IL-8蛋白表达水平比较
（x±s，n=3）
Table 4　Comparison of expression levels of IL-1β and IL-8 protein 
between blank control group and 5 mmol/L nicotine group

组别 IL-1β蛋白 IL-8蛋白

空白对照组 23.14±3.92 542.59±59.92

5 mmol/L尼古丁组 36.29±7.86 1 032.71±6.05

t值 3.055 14.100

P值 ＜0.001 ＜0.001
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糖代谢，抗叶酸代谢，类固醇生物合成，酮体的合成与

降解，见图3。   
3　讨论

近年来，尼古丁与炎症反应的关系受到广泛关注，

而炎症是一个涉及多个基因和信号通路的复杂过程。气

道上皮细胞作为呼吸道的首要防线，能很好地抵抗外界

有害气体的侵入，但机体长期暴露于烟草烟雾中，会使

呼吸道承受高浓度尼古丁的浸润。尼古丁不仅是nAChR
的激动剂，可作用于多种生物体中枢和外周神经系统、

肌肉以及其他组织［13］，还是一种亲脂剂，可以穿透细

胞直接影响线粒体呼吸、细胞自噬和细胞信号分子等

BP［14］。尼古丁不断积聚可损坏呼吸道黏膜屏障，破坏

气道上皮细胞的完整性，造成气道表面纤毛的损伤和倒

伏，气道黏液分泌增多，最终导致一系列呼吸系统疾

病。FENG等［15］研究发现，在人牙龈成纤维细胞中，

尼古丁（5 mmol/L）和脂多糖（1 g/ml）可通过蛋白激

酶C（protein kinase C，PKC）、磷脂酰肌醇三羟基激

酶（phosphoinositide-3 kinase，PI3K）、有丝分裂原激

活蛋白激酶（mitogen-activated protein kinase，MAPK）

图1　实时荧光定量PCR验证差异表达基因
Figure 1　Verification of differentially expressed genes by real-time fluorescent quantitative PCR

A B C

注：A为生物过程，B为细胞组分，C为分子功能；GDP=鸟嘌呤二核苷酸磷酸，NAD=烟酰胺腺嘌呤二核苷酸

图2　差异表达基因GO功能富集分析结果
Figure 2　Results of GO function enrichment analysis of differentially expressed genes

注：ECM=细胞外基质，AGE=糖基化终末产物，RAGE=糖基化

终末产物受体

图3　差异表达基因KEGG通路富集分析结果
Figure 3　Results of enrichment analysis of KEGG pathway of differentially 
expressed genes
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和核因子κB（nuclear factor kappa-B，NF-κB）信号

通路抑制多种细胞外基质分子（Ⅰ型胶原蛋白、弹性

蛋白和纤维连接蛋白），上调活性氧（reactive oxygen 
species，ROS）、肿瘤坏死因子α（tumor necrosis 
factor-α，TNF-α）、IL-1β、IL-6、IL-8等的mRNA
和蛋白表达。总的来说，尼古丁调节炎症反应的信号网

络是复杂的，其可通过信号通路介导迷走神经、T淋巴

细胞、单核细胞及中性粒细胞而产生促炎因子或抗炎

因子，还可直接调节免疫细胞介导的细胞因子如IL-8、
IL-1β、TNF-α、IL-6、CXCL2等的水平，因此，研

究尼古丁相关差异表达基因是非常必要的。

本研究结果显示，I组、J组、K组细胞增殖活性低

于A组、B组、C组、D组，J组、K组细胞增殖活性低于

E组、F组、G组、H组、I组，K组细胞增殖活性低于J
组，提示5 mmol/L为尼古丁的最佳干预浓度。本研究

结果还显示，5 mmol/L尼古丁组IL-1β、IL-8 mRNA及

其蛋白表达水平均高于空白对照组，提示尼古丁可诱

导气道上皮细胞炎症反应。本研究转录组学测序结果

显示，共检出7 539个差异表达基因，其中3 771个基因

表达上调、3 768个基因表达下调；且差异表达基因验

证结果显示，实时荧光定量PCR检测的EGR3、IL-24、
NOV、CXCL8、CXCL2、JUN、FASN、HSPA5、AXL、
IGFBP4、FADS1、ANXA3、TUBA1A、ACSS2、EZR、

STMN3、CPA4、HMGCS1、UCP2表达水平与转录组学

检测结果一致，提示这些基因可能是造成气道上皮细胞

损伤的重要因子。本研究GO功能富集分析结果显示，

在BP方面，各基因主要与粒细胞激活、中性粒细胞脱颗

粒与相关免疫、细胞有丝分裂等相关；在CC方面，各

基因主要与黏着斑、细胞-基质黏附结、线粒体基质、

肌动蛋白细胞骨架、细胞皮层等相关；在MF方面，各

基因主要与钙黏着蛋白结合、细胞黏附分子结合、肌

动蛋白结合等相关。本研究KEGG通路富集分析结果显

示，共富集到322条KEGG通路，前4条分别为肌动蛋白

细胞骨架调节、癌症中miRNA、细胞周期、碳代谢。

在这些差异表达基因中，IL-24、CXCL8、CXCL2
与粒细胞激活、中性粒细胞脱颗粒与免疫反应等相

关，能够介导细胞炎症，参与呼吸系统疾病的发生

与发展。其中IL-24由T淋巴细胞产生，其除了能通

过信号转导和转录激活因子3（signal transduction and 
transcription activator 3，STAT3）和细胞外信号调节激

酶1和2（extracellular signal-regulated kinases 1 and 2，
ERK1/2）信号通路促进支气管上皮细胞中IL-17A的

产生、加剧中性粒细胞气道炎症外，还在免疫反应、

组织稳态、宿主防御和癌基因生成中起重要调节作 
用［16-17］。CXCL8由单核巨噬细胞、中性粒细胞、嗜酸

性粒细胞、T淋巴细胞、上皮细胞和成纤维细胞分泌，

可引导中性粒细胞进入感染部位，在下呼吸道感染支

气管炎的发病机制中发挥重要作用［18］。CXCL2与急性

肺损伤相关，其能促进气道平滑肌细胞迁移，在哮喘

气道重塑的发病机制中发挥重要作用［19-20］。JUN可参

与多种细胞过程，能够调控细胞增殖、分化、迁移和

凋亡，并与Fos蛋白异二聚化或同二聚化而形成活化蛋

白1（activated protein-1，AP-1）复合物，其在许多癌

症中表达上调［21］。HSPA5也称GRP78，可能通过增加

坏死性凋亡和激活NF-κB、AP-1通路来促进香烟烟雾

提取物诱导的气道上皮细胞炎症反应［22］。研究表明，

AXL与严重哮喘患者气道上皮细胞炎症反应密切相关，

抑制AXL表达可增加粒细胞-巨噬细胞集落刺激因子

（granulocyte-macrophage colony stimulating factor，GM-
CSF）mRNA、蛋白表达水平［23］。EZR是一种蛋白质编

码基因，作为细胞骨架蛋白的一员，与细胞-基质黏附

结、细胞黏附分子结合、肌动蛋白结合等多种生物学过

程密切相关，是参与肌动蛋白丝交联的关键膜成分之

一，在细胞黏附、迁移、凋亡和表面结构的形成方面发

挥作用。同时，EZR通过肌动蛋白细胞骨架调节通路介

导信号转导，通过与黏附分子和各种生长因子受体相互

作用来协调动态细胞过程，保持上皮细胞的细胞骨架和

正常形状［24-25］。另外，EZR还与小细胞肺癌和癌症中

miRNA通路相关，在病理条件下，EZR蛋白被上调和激

活，可促进各种类型上皮癌（乳腺癌、肺癌和前列腺

癌）的癌症进展和转移［26］。18β-甘油酸可通过UCP2
抑制线粒体ROS的产生，从而减轻BEAS-2B细胞中的炎

症反应［27］。限于相关文献较少，本研究并未进一步分

析其余差异表达基因。

综上所述，尼古丁诱导气道上皮细胞炎症反应的机

制可能与EGR3、IL-24、NOV、CXCL8、CXCL2、JUN、

FASN、HSPA5、AXL、IGFBP4、FADS1、ANXA3、
TUBA1A、ACSS2、EZR、STMN3、CPA4、HMGCS1、
UCP2的异常表达有关，涉及粒细胞激活、中性粒细胞脱

颗粒与相关免疫、细胞-基质黏附结、肌动蛋白结合等

细胞功能及肌动蛋白细胞骨架调节、癌症中miRNA、细

胞周期等通路。本研究通过转录组学对尼古丁引起气道

上皮细胞炎症反应的差异表达基因进行了初步验证及相

关机制分析，但没有对差异基因的相关通路做进一步研

究，后续应在细胞和动物模型中通过RNA干扰、过表达

或通路抑制进一步验证这些差异表达基因和相关通路在

气道上皮细胞炎症反应中的作用，以期为气道上皮损伤

所引起的呼吸系统疾病的诊断与治疗提供新思路。
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