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气道上皮作为抵御外部环境有害刺激的第一道防

线，其不仅发挥着物理屏障功能，更重要的是，其释放多

种细胞因子及炎症介质从而发挥免疫调节功能，是维持

气道正常结构和功能的重要成分。当气道上皮结构或

功能发生异常，一方面导致气道上皮对环境刺激的易感

性增高，另一方面，上皮细胞受到刺激后分泌大量炎症

介质，启动哮喘气道炎症，从而促进哮喘的发生发展［1-3］。

哮喘患者气道上皮明显破坏，包括纤毛柱状上皮分离、

表皮生长因子表皮生长因子受体参与屋尘螨诱导的气道上皮屏障破坏的机制受体参与屋尘螨诱导的气道上皮屏障破坏的机制
乐艳青，董航明，王燕红，赵海金，蔡绍曦
南方医科大学南方医院呼吸与危重症医学科，慢性气道疾病实验室，广东 广州 510515

Role of epidermal growth factor receptor in house dust mite-induced airway epithelial
barrier dysfunction
LE Yanqing, DONG Hangming, WANG Yanhong, ZHAO Haijin, CAI Shaoxi
Laboratory of Chronic Airway Diseases, Department of Respiratory and Critical Care Medicine, Nanfang Hospital, Southern Medical
University, Guangzhou 510515, China

摘要：目的 探讨屋尘螨（HDM）对肌动蛋白应力纤维（F-actin）重新排布的影响及表皮生长因子受体（EGFR）相关信号通路在其

中的作用。方法 选取正常人支气管上皮细胞系16HBE细胞为研究对象，以HDM刺激细胞，予EGFR抑制剂AG-1478进行预

处理，实验分为4组：Control组，AG-1478组，HDM组，AG-1478+HDM组，应用Western blotting检测HDM对磷酸化（p-）EGFR、

F-actin及粘附连接蛋白E-cadherin和β-catenin表达的影响，应用免疫荧光技术观察F-actin、E-cadherin及β-catenin的分布变化，

并测量16HBE细胞层的跨上皮电阻（TER）值和右旋糖苷（FITC-DX）的透过率。结果 HDM刺激细胞10 min时，p-EGFR表达

明显增多（P<0.05），E-cadherin（P>0.05）及β-catenin（P>0.05）蛋白表达无明显改变，免疫荧光示HDM刺激后E-cadherin及

β-catenin均发生分布异常，由胞膜向胞浆弥散。HDM组TER值（70.00±4.33）%显著下降，FITC-DX透过率（115.98±4.34）%明显

增加，加入EGFR抑制剂后E-cadherin和β-catenin的分布异常及TER值（90.00±3.75）%、FITC-DX（101.10±2.10）%透过率均明显

改善。HDM刺激后促进F-actin表达增多并出现重新排布，而EGFR抑制剂可明显抑制这一过程（P<0.05）。结论 表皮生长因

子受体相关信号通路参与了屋尘螨介导肌动蛋白应力纤维的重新排布，并导致气道上皮屏障破坏。

关键词：表皮生长因子受体；肌动蛋白应力纤维；屋尘螨；气道上皮；屏障破坏

Abstract: Objective To investigate the role of epidermal growth factor receptor (EGFR) signaling pathway in bronchial
epithelial actin stress fiber (F-actin) rearrangement induced by house dust mite (HDM). Methods Normal human bronchial
epithelial cells (16HBE) were stimulated with HDM with or without pretreatment with AG-1478, an EGFR inhibitor. The levels
of phospho(p)-EGFR, F-actin, E-cadherin and β-catenin in the cell cultures were detected with Western blotting. The
localizations of F-actin, E-cadherin and β-catenin in the bronchial epithelial cells were determined with immunofluorescence
assay, and the transmembrane electrical resistance (TER) and FITC-dextran flux (FITC-DX) in the cells were measured to assess
the barrier function of the bronchial epithelia. Results HDM stimulation of the cells for 10 min resulted in significantly
increased p-EGFR expression (P<0.05) without causing obvious changes in the expression of E-cadherin (P>0.05) or β-catenin
(P>0.05). Immunofluorescence assay revealed delocalization of E-cadherin and β-catenin in HDM-treated 16HBE cells, shown
by their diffusion from the cell membrane to the cytoplasm. In HDM-treated cells, the TER was significantly decreased to
(70.00±4.33)% and the FITC-DX was significantly increased to (115.98±4.34)%; Inhibition of EGFR reversed the delocalization of
E-cadherin and β-catenin, improved the TER to (90.00 ± 3.75)% and lowered the FITC-DX to (101.10 ± 2.10)% . HDM induced
increased expression and rearrangement of F-actin, which was obviously inhibited by pretreatment of the cells with AG-1478
(P<0.05). Conclusion EGFR signaling pathway mediates HDM-induced F-actin rearrangement in human bronchial epithelial
cells to contribute to epithelial barrier dysfunction.
Keywords: epidermal growth factor receptor; F-actin; house dust mite; airway epithelia; barrier dysfunction
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对致敏原的高通透性以及上皮连接分子如E-cadherin

蛋白的破坏［4］。屋尘螨（HDM）是哮喘主要的吸入性致

敏原［5］。表皮生长因子受体（EGFR）是表皮生长因子受

体家族成员之一。EGFR在细胞生理过程中发挥重要

的调节作用。既往研究表明，通过全基因组关联研究和

在哮喘患者中将EGFR与气道高反应性相关联的多态

性连锁分析，证明 EGFR 参与哮喘的发病过程［6］。

EGFR参与气道粘液高分泌、中性粒细胞聚集及气道上

皮的修复等过程［7］，而在HDM哮喘小鼠模型中敲除

EGFR或应用EGFR抑制剂可明显改善气道高反应性

及气道重塑［8］。同样，体外研究也进一步表明了抑制

EGFR相关信号通路可明显改善HDM所导致的气道上

皮高通透性［9］，因此EGFR相关信号与哮喘的气道上皮

屏障的破坏密切相关。然而，关于EGFR相关信号通路

参与哮喘气道屏障破坏的研究甚少，其具体调控机制尚

不明确。肌动蛋白应力纤维（F-actin）是表达于真核细

胞中的细胞骨架的关键组分，细胞的各种生物活动及应

对外界环境变化时的应答均依赖于肌动蛋白的聚合和

快速解聚过程［10］。研究表明，F-actin参与调节多种细胞

类型的高通透性，如F-actin的重新排布参与缓激肽、组

胺及凝血酶所诱导的兔胸膜间皮细胞的高通透性［11］及

凝血酶、内毒素和TGF-β诱导的血管内皮细胞的高通透

性［12-14］。TNF-α通过激活NF-κB介导的MLC信号通路，

从而介导了细胞骨架F-actin的重新排布，引起肠道上

皮细胞高通透性［15］。同样有少量在气道上皮细胞的研

究表明，假单胞菌的弹性蛋白酶通过调节细胞骨架蛋白

F-actin的重新排布及连接蛋白的破坏，从而导致气道上

皮细胞的高通透性［16］。也有研究证明EGFR相关信号

通路可以通过调节F-actin重新排布从而参与病毒诱导

的肠道上皮高通透性［17］。提示F-actin的重新排布在气

道上皮屏障破坏中扮演十分重要的角色，亦是气道上皮

屏障破坏的机制之一。

因此，本研究目的是探索EGFR相关信号通路在哮

喘的发生发展中的具体调控机制，故而猜想EGFR相关

信号通路通过调控F-actin重新排布参与HDM导致的

气道上皮屏障破坏。我们以16HBE细胞为研究对象，

拟为EGFR为靶点的哮喘患者的治疗提供新的依据。

1 材料和方法

1.1 材料与主要试剂

人支气管上皮细胞系（16HBE，伯乐生命医学）；

HDM（安脱达）；EGFR抑制剂AG-1478（Selleck）；异硫

氰酸萤光素-右旋糖酐（FITC-DX, Sigma）；跨膜电阻测

量仪Millicell-ERS（Millipore）；RPMI 1640培养基、无

酚红RPMI 1640培养基、胎牛血清（Gibco）；Transwell

板（#3460、#3470）、黑色 96孔（#3601）板（Corning）；兔

抗E-cadherin和β-catenin多克隆抗体（Santa cruz）；鼠抗

F-actin 和 CytoPainter Phalloidin-iFlour 488 Reagent

（Abcam）；抗兔、鼠二抗（CST）；化学发光显影液

（Millipore）；牛血清白蛋白组分Ⅴ（科昊生物）；全蛋白

提取试剂盒（凯基），Bradford法蛋白含量检测试剂盒

（Thermo），Glass Bottom Cell Culture Dish（直径15 mm）

及其他常用实验耗材（NEST）。

1.2 正常人支气管上皮细胞系16HBE的培养

16HBE细胞用含10%胎牛血清的RPMI 1640培养

基，37 ℃、5% CO2培养箱培养。当细胞90%融合后，按

2.5 × 104 /cm2 的密度传至 96 孔板、Transwell 12 或

Transwell 24孔板及Glass Bottom Cell Culture Dish中

继续培养。90%融合后换成无血清培养基同步化。

1.3 EGFR抑制剂AG-1478对16HBE细胞跨细胞膜电

阻（TER）的影响

16HBE细胞接种在12孔Transwell插入式培养皿的

上层小室中，上层小室加入细胞悬液500 μL，下层加入

1 mL含10%胎牛血清的RPMI 1640培养基。接种后

隔天更换培养液，至细胞完全融合为单层，换成无血

清培养基继续培养 12 h。予 EGFR 抑制剂 AG-1478

（10 μmol/L）预处理1 h后，加入400 U/mL的HDM刺激

细胞，同时以未加细胞悬液的小室作为空白组，每个组

设3个复孔。37 ℃、5% CO2培养箱内孵育培养24 h后，

Millicell-ERS跨细胞电阻仪的长短两片电极分别置于

Transwell培养皿的的下层和上层小室并悬空浸没于培

养液液面以下，待数据显示稳定后，测定各组的跨膜电

阻值。TER（Ω×cm2）=（样本TER值-空白组TER值）×

Transwell培养皿上层小室面积（cm2）

1.4 EGFR抑制剂AG-1478对16HBE细胞单层右旋糖

酐（FITC-DX）透过率的影响

16HBE细胞接种在24孔Transwell插入式培养皿

的上层小室中，上层小室加入细胞悬液200 μL，下层加

入600 μL含10%胎牛血清的RPMI 1640培养基。接种

后隔天更换培养液，培养至细胞完全融合为单层后，将

培养基换成无血清培养基继续培养12 h，予EGFR抑制

剂AG-1478（10 μmol/L）预处理1 h后，加入400 U/mL

的HDM刺激细胞，同时以未加细胞悬液的小室作为空

白组，每个组设3个复孔，37 ℃、5% CO2培养箱内孵育培

养24 h后，弃培养液，加200 μL无酚红的RPMI 1640培

养基（内含0.5 mg/mL的FITC-DX）于上层小室，加600 μL

无酚红的RPMI 1640培养基（不含FITC-DX）于下层小

室，37 ℃、5% CO2培养箱内孵育90 min，再分别从每个

上层和下层小室取100 μL液体，加入黑色避光96孔板

中 ，用 Infinite M200PRO- 光 栅 型 多 功 能 酶 标 仪

（TECAN公司，瑞士）测定嵌套小室上下双层的荧光值，

激发光波长495 nm，发射光波长520 nm。支气管上皮

细胞单层对 FITC-DX 通透性大小可用通透系数

（apparent permeability coefficient, Pa）表示，按以下公
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式计算：Pa%=［A］/t×1/A×V/［L］×100%。其中［A］为嵌

套小室下层荧光值，t为FITC-DX孵育时间（以秒计算），

A为嵌套小室滤膜面积，即FITC-DX滤过面积（以cm2计

算），V为嵌套小室下层液体量，［L］为嵌套小室上层荧

光值。

1.5 Western blotting方法检测HDM对16HBE细胞粘

附连接蛋白 E-cadherin、β-catenin 和 F-actin 及磷酸化

（p-）EGFR蛋白表达的影响

将16HBE细胞接种到60 mm的细胞培养皿中，待

细胞融合至90%时，将10%胎牛血清的RPMI 1640培

养基换成不含血清RPMI 1640培养基继续培养12 h。

加入EGFR抑制剂AG-1478预处理后，HDM刺激处理

相应的时间后，弃培养液，预冷的PBS缓冲液清洗2次，

再根据凯基全蛋白提取试剂盒操作说明提取全蛋白细

胞裂解液，并按照Bradford法测定所提取蛋白浓度。灌

制浓度为10% SDS-聚丙烯酰胺凝胶，按每孔40 μg蛋

白上样，采用美国BIO-RAD电泳仪进行电泳、转膜，用

5%脱脂奶粉液室温封闭2 h，使用E-cadherin抗体按1∶

1000稀释、β-catenin抗体按1∶1000稀释、F-actin抗体按

1∶1000稀释、EGFR抗体按1∶1000稀释和p-EGFR抗

体按1∶1000稀释，并4 ℃摇床孵育过夜。第2天，TBST

液体洗膜，室温孵育二抗1 h，兔、鼠二抗均按1∶1000稀释，

再用TBST液体洗膜，使用化学发光法显影。以β-actin为

参照蛋白，使用Image J软件分析目的条带的灰度值。

1.6 免 疫 荧 光 检 测 16HBE 细 胞 粘 附 连 接 蛋 白

E-cadherin、β-catenin及F-actin的分布情况

将 16HBE 细胞接种在 15 mm 的 Glass Bottom

Cell Culture Dish中，待细胞融合至90%时，将10%胎牛

血清的RPMI 1640培养基换成不含血清RPMI 1640培

养基继续培养12 h。加入EGFR抑制剂AG-1478预处

理后，HDM刺激处理相应的时间后，弃培养液，预冷的

PBS缓冲液清洗2次，用预冷的4%多聚甲醛固定30 min，

5%牛白蛋白组分V（PBS配置）室温封闭2 h，其间用预

冷的PBS清洗。使用E-cadherin抗体按 1∶100稀释、

β-catenin抗体按 1∶100稀释，荧光二抗 1:1000稀释，

37 ℃敷育40 min，而F-actin应用CytoPainter Phalloidin-

iFlour 488 Reagent 1:500稀释，37 ℃敷育90 min，DAPI

染核 10 min，使用激光共聚焦显微镜FV10-ASW 4.0

Viewer拍照并处理图像。

1.7 统计分析

实验数据以均数±标准差表示，采用SPSS 20.0统

计软件，比较采用单因素方差分析（one-way ANOVA），

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

表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 EGFR相关信号通路参与HDM诱导的气道上皮高

通透性

与Control组相比较，HDM组TER值显著降低（P<

0.05，图1），FITC-DX透过率显著增高（P<0.05）。而与

HDM组相比较，AG-1478+HDM组TER值（P<0.05）和

FITC-DX透过率（P<0.05）均得到明显改善。

图1 TER图及FITC-DX图检测气道上皮屏障的通透性
Fig.1 Assessment of the permeability of the bronchial epithelium based on TER (A) and FITC-DX (B). *P<0.05
vs control group, #P<0.05 vs HDM group.
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2.2 EGFR相关信号通路参与HDM诱导的气道上皮

E-cadherin及β-catenin分布异常

E-cadherin及β-catenin的蛋白表达水平在各组间无

显著统计学差异（P>0.05，图2A）。免疫荧光结果（图2B）

示，与Control组相比较，HDM组E-cadherin及β-catenin

出现分布异常，细胞膜上蛋白分布呈不连续状态，并可

见部分由胞膜向胞浆中弥散。予AG-1478预处理后可明

显改善HDM诱导的E-cadherin及β-catenin的异常分布。
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2.3 HDM促进EGFR的磷酸化

以浓度为 400 U/mL 的 HDM 刺激 16HBE 细胞，

HDM刺激细胞后，p-EGFR的表达明显增多，并以10 min

时最为明显（P<0.05，图3）。

2.4 HDM诱导F-actin蛋白表达增多及其位置的重新排布

首先比较不同浓度的HDM刺激16HBE细胞，作

用 24 h，检测对 F-actin 的蛋白水平的影响，与正常

Control组相相比，不同浓度HDM均可促进F-actin蛋

白表达增加，且在 HDM 浓度为 400 U/mL 时 F-actin

的蛋白表达增加最明显（P<0.05，图 4A）。予浓度为

400 U/mL的HDM刺激16HBE细胞，和Control组相比

较，HDM组在3 h开始可见明显的F-actin蛋白表达增

加，并以刺激6 h时表达增加最明显（P<0.05，图4B）。

因此HDM可促进F-actin蛋白表达增加。同样，予浓度

为400 U/mL的HDM刺激细胞 24 h后观察其对F-actin

蛋白在细胞上分布位置的影响，与Control组相比较，

HDM刺激后，F-actin表达增加，并发生重新排布，表现

为F-actin分布更加集中、紧密，且更有方向性（图5B）。

2.5 EGFR相关信号通路参与HDM诱导的F-actin的表

达增加及重新排布

使用不同浓度EGFR抑制剂AG-1478（10，100 μmol/L）

预处理细胞1 h后，予HDM（400 U/mL）刺激细胞24 h

后检测F-actin的蛋白表达及其在细胞上的分布情况。

与Control组相比较，HDM组F-actin蛋白表达明显增加

（P<0.05，图 5A），而不同浓度的AG-1478 预处理后，

F-actin蛋白表达均明显降低（P<0.05），因此EGFR信号

可介导HDM诱导的F-actin表达增多。与HDM组相

比，不同浓度AG-1478（10，100 μmol/L）预处理1 h后，

F-actin的表达均明显减少，其分布与Control组相似，明

显改善了HDM所诱导的F-actin重新排布（图5B）。

3 讨论

本研究在体外证明了EGFR相关信号通路参与了

HDM介导的F-actin重新排布，并导致气道上皮屏障

图2 检测E-cadherin及β-catenin的表达和分布情况
Fig.2 E-cadherin or β-catenin expressions and localizations in different groups detected with Western blotting (A)
and immunofluorescence staining (B, original magnification: ×60). L: 10 μmol/L; H: 100 μmol/L.
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破坏。

哮喘是一种异质性疾病，关于其发病机制尚有待进

一步阐明，气道屏障破坏与哮喘发病关系密切，气道上

皮屏障破坏主要表现为上皮细胞高通透性及上皮连接

分子E-cadherin等蛋白分布异常。与前期研究［18］一致

的是，本研究结果提示 HDM可以导致气道上皮TER值

下降、FITC-DX透过率的升高及上皮粘附连接蛋白

E-cadherin及β-catenin分布明显异常，由胞膜向胞浆弥

散。因此，表明HDM可导致气道上皮屏障的破坏。

在哮喘患者中EGFR表达增多，并与哮喘气道重塑

及气道高反应性［8］均息息相关，哮喘相关的炎症介质如

TNF-α可激活EGFR相关信号通路［7］。香烟提取物可调

节EGFR调节气道上皮细胞的粘液蛋白MUC5AC的表

达［19］。有研究表明，抑制EGFR后可明显改善HDM所

导致的气道上皮高通透性和连接蛋白的分布异常［9］，提

示EGFR相关信号通路在哮喘气道屏障破坏中亦起了

关键作用，我们加入EGFR的抑制剂AG-1478可明显

改善HDM诱导的TER值的下降、FITC-DX透过率的升

高及粘附连接蛋白E-cadherin及β-catenin分布异常。

同样，HDM可引起p-EGFR的升高，表明EGFR相关信

图4 Western blotting法检测F-actin蛋白的表达情况
Fig.4 Western blotting for detecting F-actin expression in the cells treated with HDM at different concentrations (A)
and with 400 U/mL HDM for different time (B). *P<0.05 vs control group.
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图3 Western blotting法检测EGFR磷酸化情况

Fig.3 Phosphorylation of EGFR assessed by Western blotting. *P<0.05 vs HDM group at 0 min.

HDM: 0 min 5 min 10 min 30 min 60 min

p-EGFR

EGFR

Control 200 400 800 1200

HDM concentration (U/mL)

··741



J South Med Univ, 2017, 37(6): 737-743 http://www.j-smu.com

号通路介导了HDM诱导的气道上皮屏障的破坏。

然而，EGFR相关信号通路是如何参与HDM导致

的气道上皮屏障的破坏呢？其机制尚不明确。F-actin

是真核细胞中的细胞骨架的重要组分［20］，气道上皮细胞

的研究表明，假单胞菌的弹性蛋白酶通过调节连接蛋白

破坏及细胞骨架F-actin的重新排布的机制参与气道上

皮细胞的高通透性［16］。循环牵张通过F-actin的重新排

布下调p-120介导肺泡上皮屏障的破坏［21］。脓毒症以

F-actin依赖方式增加肺泡上皮的通透性［22］。同样，原肌

球蛋白-1通过稳定F-actin从而保护烟草提取物破坏的

肺泡上皮细胞间的连接［23］。提示F-actin在气道上皮屏

障中的重要作用。本研究发现HDM刺激16HBE细胞

可明显增加F-actin的蛋白表达，免疫荧光结果亦提示

HDM可明显促使F-actin的重新排布，表现为F-actin分

布更加集中、紧密，且更有方向性。因此，本研究假设

F-actin的重新排布是EGFR相关信号通路参与HDM

导致气道上皮屏障破坏的机制。为证实这一点，本研究

发现加入不同浓度EGFR的抑制剂AG-1478预处理后，

结果提示HDM所导致的F-actin表达增多及其重新排

布得到明显的改善，且不同浓度抑制剂预处理组间无明

显差异性，此结果与抑制EGFR可以改善HDM诱导的

气道上皮屏障功能破坏相一致。提示我们EGFR相关

信号通过调节的F-actin的重排参与HDM导致的气道

上皮屏障的破坏过程。同时，这与Hu发现在肠道上皮

中EGFR可以调节F-actin重新排布从而增加肠道上皮

对病毒的通透性［17］的结果类似。

那么F-actin是如何调节屏障的破坏呢？大量的研

究表明TNF-α通过调节F-actin的解聚及合成参与血管

内皮屏障的破坏［24］。一方面，当细胞受到内毒素等有害

物质刺激时，F-actin的蛋白水平表达增加并发生重新排

布，重排后F-actin分布更集中且具有方向性，使得细胞

的张力增加，从而引起屏障功能的破坏［13, 25］。另一方

面，细胞骨架F-actin与E-cadherin及β-catenin复合物相

结合，从而维持其稳定状态，形成完整的屏障结构，而

F-actin的重新排布可导致E-cadherin及β-catenin复合

物稳定性破坏，使其分布发生异常，细胞-细胞连接受

损，从而导致屏障结构及功能异常［12-14, 25］。我们的研究

也表明HDM组F-actin的表达更多，分布更加集中且具

有方向性，同时EGFR信号的抑制剂保护HDM诱导的

粘附连接蛋白 E-cadherin 及 β-catenin 分布异常和

F-actin的重新分布。因此本研究阐明了EGFR相关信

号通路在哮喘气道屏障中的作用机制，即EGFR相关信

号通路可以通过调节F-actin的表达增多及其重新排布

从而参与HDM所诱导的气道上皮屏障破坏。

本研究仍有一定的局限性，一方面，本研究仅局限

于体外实验，我们仍需要在HDM诱导小鼠哮喘模型中

进一步验证EGFR与F-actin的关系；另一方面，关于

EGFR是如何介导HDM所导致的F-actin表达增多及

重新排布还需进一步阐明，有研究表明EGFR可介导多

种信号分子如 p-FAK-Tyr（407）、cofilin、PI3K/Akt 及

Rho的活化［9, 17, 26］，提示EGFR信号可能是通过激活这些

下游的信号通路从而调节了F-actin的重新排布，介导

图5 检测F-actin的表达及分布情况
Fig.5 Detection of F-actin expression with Western blotting (A) and F-actin rearrangement with immunofluorescence staining
(B, ×60) in the cells. L: 10 μmol/L; H: 100 μmol/L. *P<0.05 vs control group, #P<0.05 vs HDM group.
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气道上皮屏障的破坏。

总之，本研究证明了HDM通过EGFR相关信号通

路促进F-actin表达增加并发生重新排布，从而引起支

气管上皮高通透性及连接蛋白E-cadherin和β-catenin

分布异常，为哮喘气道上皮屏障破坏提供了新的机制，

从而为以EGFR为靶点的哮喘治疗方案提供了新的依据。
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