
欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁
欁

欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁
欁

氉

氉氉

氉

引文格式：李豪亮，朱然，张希熹，陆志峰，钱晶晶，梁舒．茄病镰刀菌对人角膜上皮细胞ＮＯＤ２表达及相关炎症因子
分泌水平的影响［Ｊ］．眼科新进展，２０２１，４１（７）：６３３６３７．ｄｏｉ：１０．１３３８９／ｊ．ｃｎｋｉ．ｒａｏ．２０２１．０１３０ 【实验研究】

茄病镰刀菌对人角膜上皮细胞 ＮＯＤ２表达及相关炎症因子
分泌水平的影响△
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【摘要】　目的　探讨茄病镰刀菌对人角膜上皮细胞（ｈＣＥＣ）中ＮＯＤ２表达及下游炎症因
子分泌水平的影响。方法　将对数生长期的 ｈＣＥＣ分为对照组（无真菌刺激）、真菌刺激
组（根据加入真菌浓度不同分为１０３、１０４、１０５、１０６ＣＦＵ·ｍＬ－１刺激组），真菌刺激组分别
刺激ｈＣＥＣ４ｈ、８ｈ、１２ｈ、１６ｈ，ＲＴｑＰＣＲ检测各组ｈＣＥＣ中ＮＯＤ２ｍＲＮＡ表达；１０５ＣＦＵ·
ｍＬ－１茄病镰刀菌孢子刺激１２ｈ、２４ｈ、３６ｈ，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组 ｈＣＥＣ中 ＮＯＤ２蛋白表
达；细胞免疫荧光法检测ＮＯＤ２分子定位和表达；１０３、１０４、１０５、１０６ＣＦＵ·ｍＬ－１茄病镰刀
菌孢子刺激ｈＣＥＣ３６ｈ，ＥＬＩＳＡ法检测各组ｈＣＥＣ培养上清液中炎症因子白细胞介素６（ＩＬ
６）、白细胞介素８（ＩＬ８）、肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）蛋白含量。结果　随着茄病镰刀菌孢
子刺激浓度的升高和刺激时间的延长，ｈＣＥＣ中 ＮＯＤ２ｍＲＮＡ表达逐渐升高，１０５ＣＦＵ·
ｍＬ－１茄病镰刀菌孢子刺激８ｈ，ｈＣＥＣ中 ＮＯＤ２ｍＲＮＡ相对表达水平达到峰值，差异有统
计学意义（Ｐ＜０．０５）；１０５ＣＦＵ·ｍＬ－１茄病镰刀菌孢子刺激ｈＣＥＣ１２ｈ、２４ｈ、３６ｈ，ｈＣＥＣ中
ＮＯＤ２蛋白相对表达水平逐渐增多，与对照组相比差异均有统计学意义（均为Ｐ＜０．０５）；
１０５ＣＦＵ·ｍＬ－１茄病镰刀菌孢子刺激２４ｈ后，ＮＯＤ２主要表达在 ｈＣＥＣ细胞质中，其荧光
分子表达强度显著增加。随着茄病镰刀菌孢子刺激浓度的增加，ｈＣＥＣ中相关炎症因子的
分泌水平增加，１０４、１０５、１０６ＣＦＵ·ｍＬ－１茄病镰刀菌孢子刺激ｈＣＥＣ３６ｈ，ＩＬ６、ＩＬ８、ＴＮＦα
蛋白含量与对照组相比，差异均有统计学意义（均为Ｐ＜０．０５）。结论　茄病镰刀菌孢子
刺激可上调ｈＣＥＣ中ＮＯＤ２表达并促进相关炎症因子分泌，ＮＯＤ２参与了ｈＣＥＣ抗茄病镰
刀菌的固有免疫反应。

【关键词】　茄病镰刀菌；炎症因子；人角膜上皮细胞；ＮＯＤ２
【中图分类号】　Ｒ７７２．２

　　真菌性角膜炎（ＦＫ）是由真菌入侵角膜产生免
疫应答而引起的致盲性眼病［１］。ＦＫ导致的后果严
重，是发展中国家劳动人群失明的主要原因之一，在

中国某些地区成为角膜盲的首要原因［２３］。ＦＫ的致
病真菌在中国主要是镰刀菌属和曲霉菌属［４５］。研

究发现，角膜上皮细胞表达多种模式识别受体

（ＰＲＲｓ），可介导并识别镰刀菌等真菌菌丝与孢子抗
原诱导角膜上皮产生固有免疫反应，进而清除病原

菌，在角膜上皮细胞抗真菌免疫调节中发挥首要作

用。角膜上皮细胞表达的ＰＲＲｓ有Ｔｏｌｌ样受体、Ｃ型
凝集素受体、甘露糖受体等，新近研究发现 ＮＯＤ样
受体（ＮＬＲｓ）也表达于人角膜上皮细胞（ｈＣＥＣ）［６７］。
ＮＬＲｓ属于胞浆内ＰＲＲｓ，可识别胞内菌及其衍生物，
具有细胞内免疫监视作用。当ＮＬＲｓ结合抗原后，丝
氨酸／苏氨酸激酶２被激活并启动 ＮＦκＢ、丝裂原活
化蛋白激酶（ＭＡＰＫ）、Ｃａｓｐａｓｅ１等信号通路，介导炎
症因子产生并诱导细胞凋亡［８１０］。

目前，国内外对曲霉菌性角膜炎的分子免疫机

制研究较多，对镰刀菌性角膜炎的分子免疫机制研

究较少，而 ＮＯＤ２在真菌感染中的作用相关研究罕
见，尚未见有研究茄病镰刀菌对 ｈＣＥＣ中 ＮＯＤ２表
达的影响。因此，本研究采用灭活的茄病镰刀菌孢

子刺激 ｈＣＥＣ，观察不同浓度的茄病镰刀菌孢子刺
激后对 ｈＣＥＣ中 ＮＯＤ２及其下游炎症因子含量的
影响，进而探索 ｈＣＥＣ抗茄病镰刀菌的固有免疫机
制，并为今后 ＦＫ的治疗提供一种新的药物干预分
子靶点。

１　材料与方法　

１．１　试剂与仪器　ｈＣＥＣ（冻存于南通大学附属医
院眼科实验室）、茄病镰刀菌（北京北纳创联生物技

术有限公司，菌种编号：ＢＮＣＣ１２１５４７），ＤＭＥＭ培养
基、胎牛血清、双抗、２．５ｇ·Ｌ－１胰蛋白酶、ＤＨａｎｋ’ｓ
液、ＤＭＳＯ、ＰＢＳ均购自Ｇｉｂｃｏ公司（美国）；沙氏培养
板（安图生物工程，中国），ＮＯＤ２兔抗人多克隆一抗
（美国ＳｉｇｎａｌｗａｙＡｎｔｉｂｏｄｙ公司）、ＨＲＰ标记的鼠抗兔
二抗、荧光二抗ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８（英国Ａｂｃａｍ公司）；
ＲＮＡ提取试剂盒、逆转录试剂盒（赛默飞世尔科技
公司）；ＲＩＰＡ裂解液、蛋白酶抑制剂、磷酸化蛋白酶
抑制剂、ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒（上海碧云天生物
技术有限公司）；白细胞介素６（ＩＬ６）、白细胞介素８
（ＩＬ８）、肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）、ＥＬＩＳＡ试剂盒（深
圳市达科为科技有限公司）；紫外分光光度计（Ｔｈｅｒ
ｍｏ公司）；荧光定量 ＰＣＲ仪、酶标仪（ＧｅｎｅＣｏｍｐａｎｙ
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Ｌｉｍｉｔｅｄ）；荧光显微镜（Ｌｅｉｃａ德国公司）。
１．２　细胞分组　将 ｈＣＥＣ用含体积分数１０％胎牛
血清的高糖 ＤＭＥＭ培养基置于３７℃、含体积分数
５％ＣＯ２培养箱中培养。选取传３代之后的ｈＣＥＣ进
行研究。将ｈＣＥＣ分为对照组（不加入真菌）与真菌
刺激组（按照加入真菌孢子浓度不同再分为 １０３、
１０４、１０５、１０６ＣＦＵ·ｍＬ－１茄病镰刀菌刺激组）；按分
组将ＰＢＳ冲下的茄病镰刀菌孢子加入真菌刺激组。
１．３　方法　
１．３．１　体外真菌感染 ｈＣＥＣ模型制备　将生长良
好的ｈＣＥＣ接种至 ６孔板，每孔 １０５个细胞，培养
２４ｈ待细胞贴壁后，取出６孔板进入微生物实验室。
ＰＢＳ冲刷生长于沙氏培养基的茄病镰刀菌（２７℃培
养７ｄ），将冲下的真菌孢子稀释后计数并配制茄病
镰刀菌孢子悬液。６５℃ １ｈ灭活真菌孢子后用纱布
过滤至ＥＰ管，使母液浓度为１０×１０６ＣＦＵ·ｍＬ－１。
将真菌刺激组根据加入茄病镰刀菌浓度再分为１０３、
１０４、１０５、１０６ＣＦＵ·ｍＬ－１刺激组，每组分别设置空白
对照组（不加真菌组）。补足对照组及各真菌刺激组

ＰＢＳ体积，使各组所含ＰＢＳ体积保持一致。
１．３．２　ｑＲＴＰＣＲ检测各组ｈＣＥＣ中ＮＯＤ２ｍＲＮＡ
表达　于培养箱取出生长在培养瓶中无杂菌污染的
ｈＣＥＣ，２．５ｇ·Ｌ－１胰蛋白酶消化后用培养液稀释并
吹打成单细胞悬液，调整细胞浓度后均匀接种至１２
孔板，待细胞贴壁后吸取上清培养液，根据分组处理

完毕，各孔分别于４ｈ、８ｈ、１２ｈ、１６ｈ提取细胞 ＲＮＡ
后利用紫外分光光度仪检测细胞 ＲＮＡ浓度，逆转录
仪逆转录成 ｃＤＮＡ，于 ＰＣＲ仪检测各组 ｈＣＥＣ中
ＮＯＤ２ｍＲＮＡ表达。引物由上海生工生物有限公司
合成，序列如下：βａｃｔｉｎ上游引物为 ＣＧＴＧＧＡＣＡＴ
ＣＣＧＣＡＡＡＧＡＣＣＴＧ、下游引物为 ＴＧＧＧＡＧＣＣＡ
ＧＡＧＣＡＧＴＧＡＴＣＴＣ，大小为２２ｂｐ；ｍＮＯＤ２上游
引物为 ＣＣＧＣＡＡＧＣＡＣＴＴＣＣＡＣＴＣＣＡＴＣ、下游
引物为 ＡＧＣＣＧＣＴＣＣＴＣＣＴＧＣＡＴＣＴＣ，大小为
２０ｂｐ。反应过程为：９５℃预变性２ｍｉｎ，９５℃变性
１５ｓ，６０℃退火１５ｓ，７２℃延伸６０ｓ，持续４０个循
环，最终延伸 ７２℃ ７ｍｉｎ。每组 ３个复孔，ＮＯＤ２
ｍＲＮＡ的相对表达量以 βａｃｔｉｎ的表达为内参，采用
２－△△Ｃｔ法计算。
１．３．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组 ｈＣＥＣ中 ＮＯＤ２蛋
白表达　于培养箱取出生长在培养瓶中无杂菌污染
的各组ｈＣＥＣ，２．５ｇ·Ｌ－１胰蛋白酶消化后用培养液
稀释并吹打成单细胞悬液，血球计数板计数细胞，调

整细胞浓度后均匀接种至６孔板，待细胞贴壁后吸
取上清培养液，处理各孔细胞１２ｈ、２４ｈ、３６ｈ后用
ＲＩＰＡ裂解液提取细胞蛋白后用 ＢＣＡ蛋白定量检测
各组 ｈＣＥＣ中 ＮＯＤ２蛋白表达，经过配胶、电泳、转
膜、封闭、一抗与二抗孵育、洗膜后显影。以 ＧＡＰＤＨ
为内参蛋白，ＩｍａｇｅＪ软件计算ＧＡＰＤＨ和ＮＯＤ２蛋白
的灰度值并量化。

１．３．４　细胞免疫荧光检测各组 ｈＣＥＣ中 ＮＯＤ２的
表达　于２４孔细胞培养板中每孔放置无菌细胞爬
片（直径１４ｍｍ），调整制备的ｈＣＥＣ悬液浓度（无血
清ＤＭＥＭ稀释），每孔接种３０００个 ｈＣＥＣ，细胞培养
箱中培养６ｈ待细胞贴壁后取出２４孔板，各真菌刺
激组加入茄病镰刀菌孢子悬液，使每孔真菌孢子浓

度为１０５ｍＬ－１，培养２４ｈ后经过清洗、固定、封闭、一
抗与二抗孵育、染色、封片，于荧光显微镜下拍照。

１．３．５　ＥＬＩＳＡ法检测各组 ｈＣＥＣ上清液中 ＩＬ６、
ＩＬ８、ＴＮＦα蛋白含量　于培养箱取出生长在培养
瓶中无杂菌污染的 ｈＣＥＣ，２．５ｇ·Ｌ－１胰蛋白酶消化
后用培养液稀释并吹打成单细胞悬液，调整细胞浓

度后均匀接种至６孔板，待细胞贴壁后吸取上清培
养液，根据分组处理各孔３６ｈ后收取上清液，１０００
ｒ·ｍｉｎ－１离心 ５ｍｉｎ后取上清，分别用 ＩＬ６、ＩＬ８、
ＴＮＦαＥＬＩＳＡ试剂盒检测各组 ｈＣＥＣ上清液中不同
炎症因子的蛋白含量。

１．４　统计学方法　采用ＳＰＳＳ２３．０统计学软件进行
数据处理，所有数据采用均数 ±标准差表示。整体
间差异采用单因素方差分析，各组间差异采用独立

样本ｔ检验。检验水准：α＝０．０５。

２　结果　

２．１　细胞和菌种形态特征及模型建立　茄病镰刀
菌接种于沙氏培养基，于２７℃培养７ｄ后正面呈白
色绒毛状，背面呈浅黄色（图１Ａ、Ｂ）。真菌涂片检光
镜下可见大量真菌分隔菌丝及孢子（图１Ｃ）。传代
细胞接种于６孔板约３ｈ可贴壁，呈圆形；６ｈ开始细
胞体积逐渐增大，逐渐变为长梭形，１２ｈ开始进入对
数生长期，４８ｈ可见细胞生长形态趋于稳定，为多角
短梭形、排列紧密的上皮样形态（图１Ｄ）。收集的真
菌孢子灭活处理后调整浓度加入含ｈＣＥＣ的６孔板，
建立真菌孢子刺激ｈＣＥＣ模型（图１Ｅ）。
２．２　各组ｈＣＥＣ中ＮＯＤ２ｍＲＮＡ表达　１０３ＣＦＵ·
ｍＬ－１茄病镰刀菌孢子刺激 ｈＣＥＣ４ｈ、８ｈ、１２ｈ、１６ｈ
后，ｈＣＥＣ中 ＮＯＤ２ｍＲＮＡ相对表达水平分别为
１．１４±０．２０、１．２１±０．１６、１．１８±０．１８、１．１７±０．０７，
对照组为１．０４±０．３７，组间比较，差异无统计学意义
（Ｆ＝０．２６３，Ｐ＞０．０５）。１０４ＣＦＵ·ｍＬ－１茄病镰刀菌
孢子刺激 ｈＣＥＣ４ｈ、８ｈ、１２ｈ、１６ｈ后，ｈＣＥＣ中
ＮＯＤ２ｍＲＮＡ相对表达水平分别为１．３１±０．１２、
１．８９±０．０４、１．６１±０．１６、１．６２±０．１３，与对照组
（１．０３±０．２９）比较，刺激４ｈ差异无统计学意义（ｔ＝
－１．５７２，Ｐ＞０．０５），刺激 ８ｈ、１２ｈ、１６ｈ差异均有统
计学意义（ｔ＝－５．０４５、－３．０１６、－３．１７８，均为 Ｐ＜
０．０５）。１０５ＣＦＵ·ｍＬ－１茄病镰刀菌孢子刺激 ｈＣＥＣ
４ｈ、８ｈ、１２ｈ、１６ｈ后，ｈＣＥＣ中ＮＯＤ２ｍＲＮＡ相对表
达水平分别为１．３４±０．１６、２．９８±０．１４、１．７７±
０．１８、１．３８±０．０９，与对照组（１．０１±０．１８）比较，刺
激４ｈ差异无统计学意义（ｔ＝－２．３３５，Ｐ＞０．０５），
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图１　茄病镰刀菌和ｈＣＥＣ形态及茄病镰刀菌孢子感染ｈＣＥＣ模型　Ａ：茄病镰刀菌菌落正面；Ｂ：茄病镰刀菌
菌落背面；Ｃ：菌丝涂片，菌丝（蓝色箭头），假头状小分生孢子（红色箭头）（×２００）；Ｄ：ｈＣＥＣ培养４８ｈ，细胞较多，呈多角形、
单层生长，融合度达８０％左右；Ｅ：茄病镰刀菌孢子感染ｈＣＥＣ，镜下可见ｈＣＥＣ周围存在大量镰刀状分生孢子。

刺激 ８ｈ、１２ｈ、１６ｈ差异均有统计学意义（ｔ＝
－１４．８９４、－５．１５８、－３．１７１，均为 Ｐ＜０．０５）。１０６

ＣＦＵ·ｍＬ－１茄病镰刀菌孢子刺激 ｈＣＥＣ４ｈ、８ｈ、１２
ｈ、１６ｈ后，ｈＣＥＣ中ＮＯＤ２ｍＲＮＡ相对表达水平分别
为１．７９±０．３５、２．７０±０．３５、２．４２±０．４２、１．５８±
０．１５，与对照组（１．０４±０．３５）比较，刺激４ｈ、１６ｈ差
异均无统计学意义（ｔ＝－２．６２５、－２．４６６，均为 Ｐ＞
０．０５），刺激 ８ｈ、１２ｈ差异均有统计学意义（ｔ＝
－５．７９４、－４．３８１，均为Ｐ＜０．０５）。
２．３　各组 ｈＣＥＣ中 ＮＯＤ２蛋白表达　１０５ＣＦＵ·
ｍＬ－１茄病镰刀菌孢子刺激 ｈＣＥＣ１２ｈ、２４ｈ、３６ｈ，
ｈＣＥＣ中 ＮＯＤ２蛋白相对表达水平分别为 １．６２±
０．１３、２．１８±０．３３、１．７８±０．１２，与对照组（１．００±
０．０６）相比，差异均有统计学意义（ｔ＝－７．３７９、
－６．０２６、－１０．０２３，均为 Ｐ＜０．０５）（见图 ２）。１０５

ＣＦＵ·ｍＬ－１茄病镰刀菌孢子刺激 ｈＣＥＣ２４ｈ后，
ｈＣＥＣ中ＮＯＤ２荧光分子表达量与对照组相比显著
增强（见图３）。
２．４　各组 ｈＣＥＣ上清液中炎症因子 ＩＬ６、ＩＬ８、
ＴＮＦα分泌　１０３、１０４、１０５、１０６ＣＦＵ·ｍＬ－１茄病镰
刀菌孢子刺激 ｈＣＥＣ３６ｈ后，ＩＬ６蛋白含量与对照
组相比，１０３ＣＦＵ·ｍＬ－１刺激组差异无统计学意义
（ｔ＝－１．０９１，Ｐ＞０．０５），１０４、１０５、１０６ＣＦＵ·ｍＬ－１刺
激组差异均有统计学意义（ｔ＝－２０．６６３、－３３．６７５、
－３９．７７８，均为 Ｐ＜０．０５）；ＩＬ８蛋白含量与对照组
相比，１０３ＣＦＵ·ｍＬ－１刺激组差异无统计学意义（ｔ＝
－０．０１，Ｐ＞０．０５），１０４、１０５、１０６ＣＦＵ·ｍＬ－１刺激组

图２　１０５ＣＦＵ·ｍＬ－１茄病镰刀菌孢子刺激不同
时间ｈＣＥＣ中ＮＯＤ２蛋白的表达变化　

差异均有统计学意义（ｔ＝－１８．９５７、－８．６０８、
－１０．６７１，均为 Ｐ＜０．０５）；ＴＮＦα蛋白含量与对照
组相比，１０３ＣＦＵ·ｍＬ－１刺激组差异无统计学意义
（ｔ＝－０．８２５，Ｐ＞０．０５），１０４、１０５、１０６ＣＦＵ·ｍＬ－１刺
激组差异均有统计学意义（ｔ＝－８．４３７、－６．１８２、
－７．０７９，均为Ｐ＜０．０５）（见表１）。

图３　１０５ＣＦＵ·ｍＬ－１茄病镰刀菌孢子刺激２４ｈ
后ｈＣＥＣ中ＮＯＤ２荧光分子的定位和表达　

表１　各组 ｈＣＥＣ上清液中 ＩＬ６、ＩＬ８、ＴＮＦα蛋白
含量比较

组别 ＩＬ６／ｎｇ·Ｌ－１ ＩＬ８／ｎｇ·Ｌ－１ ＴＮＦα／ｎｇ·Ｌ－１

对照组 ２０．９３±３．５１ ３６．５０±６．５３ ２８．８８±３．２３

１０３ＣＦＵ·ｍＬ－１刺激组 ２３．２６±１．２１ ３６．５５±７．３１ ３１．１９±３．６２

１０４ＣＦＵ·ｍＬ－１刺激组 ６５．２２±１．２２ａ １２０．８２±４．０９ａ ５０．１３±２．９３ａ

１０５ＣＦＵ·ｍＬ－１刺激组 １１５．４２±３．３７ａ ２０１．５０±３２．５５ａ ６１．６３±８．５９ａ

１０６ＣＦＵ·ｍＬ－１刺激组 １１５．９７±２．２０ａ ２１８．４０±２８．７９ａ ６１．４４±７．２８ａ

　　注：与对照组相比，ａＰ＜０．０５。

３　讨论

在镰刀菌和曲霉菌感染的ＦＫ患者角膜组织中，
ＮＯＤ２ｍＲＮＡ的相对表达量是正常角膜组织的上千
倍［７］。有研究表明用灭活的烟曲霉菌孢子刺激

ｈＣＥＣ可上调 ＮＯＤ２的表达［１１］，但尚无研究表明茄

病镰刀菌在体外对 ｈＣＥＣ中 ＮＯＤ２表达的影响。Ｊｉｎ
等［１２］用灭活的茄病镰刀菌刺激 ｈＣＥＣ，检测了各型
Ｔｏｌｌ样受体（ＴＬＲｓ）的表达差异，发现ＴＬＲ２、３、４、６型
ｍＲＮＡ及蛋白表达与对照组（未用真菌刺激组）比较
均显著升高。又有研究表明ＴＬＲ受体与ＮＯＤ２受体
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之间亦存在直接联系，各型 ＴＬＲ受体的上调也会促
进ＮＯＤ２受体的表达［１１，１３１４］。因此，本研究用灭活

的茄病镰刀菌孢子刺激 ｈＣＥＣ进而检测 ＮＯＤ２表达
具备充足的理论依据。

项目组先前的研究发现［１５］，未加热灭活的茄病

镰刀菌与尖端赛多孢子菌在体外不同糖浓度环境下

均能够通过上调 ｈＣＥＣ中 ＭＭＰ９ｍＲＮＡ和蛋白表
达，进而增加真菌对 ｈＣＥＣ的黏附作用。而本研究
为排除真菌的毒性和黏附力的影响，采用灭活的茄

病镰刀菌孢子作为抗原刺激ｈＣＥＣ，发现灭活的真菌
在体外亦能上调细胞中炎症因子的表达。随着灭活

的茄病镰刀菌孢子刺激浓度的升高，ｈＣＥＣ中 ＮＯＤ２
ｍＲＮＡ表达逐渐增加，１０５ＣＦＵ·ｍＬ－１茄病镰刀菌孢
子浓度刺激８ｈ可达峰值，而用该浓度的茄病镰刀菌
孢子刺激２４ｈＮＯＤ２蛋白表达可达高峰。随着茄病
镰刀菌孢子浓度的升高，与 ＮＯＤ２介导有关的下游
相关炎症因子的表达亦可升高。因此，本研究结果

表明，灭活的茄病镰刀菌孢子在体外能上调 ｈＣＥＣ
中ＮＯＤ２ｍＲＮＡ及蛋白的相对表达，并促进下游炎
症因子ＩＬ６、ＩＬ８、ＴＮＦα的蛋白表达。

角膜损伤是感染 ＦＫ的首要因素［１６］，当真菌入

侵受损的角膜后，角膜缘血管活化并趋化中性粒细

胞在内的炎症细胞参与对病原菌吞噬并介导炎症通

路激活和炎症因子的释放。另外，ｈＣＥＣ作为抗真菌
固有免疫的第一道屏障也参与其中。ＮＬＲｓ及其介
导下游炎症通路激活的作用成为近年来研究的热点

问题，以往ＮＬＲｓ在ＦＫ的发病机制中少有研究并认
为其介导的炎症反应在ＦＫ中发挥次要作用，而近年
来认为ＮＬＲｓ是参与 ＦＫ的主要 ＰＲＲｓ［６，１７］。有研究
表明，用灭活的烟曲霉菌感染ｈＣＥＣ后，ＮＯＤ２ｍＲＮＡ
和蛋白表达峰值的时间点均小于本研究结果［１１］，其

原因可能是刺激菌种、真菌孢子浓度等的不同而造

成的差异。通过比较烟曲霉菌及茄病镰刀菌对

ＮＯＤ２表达峰值时间的差异，可能对分析二者的病程
及预后有一定意义。镰刀菌及曲霉菌感染的 ＦＫ患
者预后都较差，陈懿等［１８］研究认为镰刀菌感染的患

者相对于曲霉菌感染的患者药物治愈的所需时间更

长，这可能与本研究中 ｈＣＥＣ对茄病镰刀菌的识别、
介导炎症反应时间较长有一定关系。

在治疗ＦＫ时除运用抗真菌药物外，糖皮质激素
和免疫抑制剂的选用和使用时机一直以来是研究的

热点问题［１９］。炎症反应是清除病原菌的重要保护

机制，而过度的炎症反应将导致角膜结构和功能的

紊乱，影响角膜透光性，严重时导致溃疡穿孔和失

明。ＦＫ早期贸然应用免疫抑制药物将抑制中性粒
细胞趋化导致感染扩散，甚至引起溃疡穿孔，而在炎

症反应后期适时应用免疫抑制类药物将明显改善炎

症相关细胞和因子对角膜的损伤。因此，对不同菌

种造成角膜炎症反应时间峰值点的基础研究对 ＦＫ
临床诊治具有一定的意义。

综上所述，ＮＯＤ２参与了 ｈＣＥＣ抗茄病镰刀菌的
固有免疫过程，因此ＮＯＤ２介导的炎症反应在ＦＫ中
发挥重要作用，故而在控制真菌感染的炎症后期同

时抑制ＮＯＤ２表达可能对治疗 ＦＫ的炎症反应有一
定效果，ＮＯＤ２可能是治疗ＦＫ的新型靶分子。
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ＳＨＩＬＪ，ＪＩＡＮＧＱ，ＸＵＥＪＳ．Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆ１０５ｃａｓｅｓｏｆｆｕｎｇａｌ
ｋｅｒａｔｉｔｉｓｉｎＪｉａｎｇｓｕａｎｄＡｎｈｕｉａｒｅａｓ［Ｊ］．ＣｈｉｎＪＯｃｕｌＴｒａｕｍ
ＯｃｃｕｐａｔＥｙｅＤｉｓ，２０１８，４０（１０）：７６２７６５．

［６］　陈芳，韩晓丽．真菌性角膜炎中相关模式识别受体研究进展
［Ｊ］．眼科新进展，２０１５，３５（１０）：９９３９９６．
ＣＨＥＮＦ，ＨＡＮＸＬ．Ｒｅｓｅａｒｃｈｐｒｏｇｒｅｓｓｏｎｒｅｌａｔｅｄｐａｔｔｅｒｎｒｅｃ
ｏｇｎｉｔｉｏｎｒｅｃｅｐｔｏｒｓｉｎｆｕｎｇａｌｋｅｒａｔｉｔｉｓ［Ｊ］．ＲｅｃＡｄｖＯｐｈｔｈａｌ
ｍｏｌ，２０１５，３５（１０）：９９３９９６．

［７］　ＫＡＲＴＨＩＫＥＹＡＮＲＳ，ＬＥＡＬＳＭ，ＰＲＡＩＮＡＮＶ，ＤＨＡＲＭＡＬＩＮＧＡＭ
Ｋ，ＧＥＩＳＥＲＤＭ，ＰＥＡＲＬＭＡＮＥ．Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｉｎｎａｔｅａｎｄａ
ｄａｐｔｉｖｅｉｍｍｕｎｅｍｅｄｉａｔｏｒｓｉｎｈｕｍａｎｃｏｒｎｅａｌｔｉｓｓｕｅｉｎｆｅｃｔｅｄ
ｗｉｔｈＡｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｏｒｆｕｓａｒｉｕｍ［Ｊ］．ＪＩｎｆｅｃｔＤｉｓ，２０１１，２０４（６）：
９４２９５０．

［８］　ＨＵＣＦ，ＳＵＮＬＰ，ＨＵＹＬ，ＬＵＤＸ，ＷＡＮＧＨＤ，ＴＡＮＧＳＳ．
ＦｕｎｃｔｉｏｎａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｔｈｅＮＦｋａｐｐａＢｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅｉｎ
ｔｈｅｈｕｍａｎＮＯＤ２ｐｒｏｍｏｔｅｒ［Ｊ］．ＣｅｌｌＭｏｌＩｍｍｕｎｏｌ，２０１０，７
（４）：２８８２９５．

［９］　渠晓黎，赵桂秋，许正杰，高昂，王楠，刘莹，等．大鼠烟曲霉菌性
角膜炎初期核苷酸结合寡聚域样受体在角膜中的表达及其免
疫防御作用［Ｊ］．中华实验眼科杂志，２０１４，３２（１０）：８７０８７５．
ＱＵＸＬ，ＺＨＡＯＧＱ，ＸＵＺＪ，ＧＡＯＡ，ＷＡＮＧＮ，ＬＩＵＹ，ｅｔａｌ．
Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｂｉｎｄｉｎｇｏｌｉｇｏｍｅｒｉｚａｔｉｏｎｄｏｍａｉｎｌｉｋｅ
ｒｅｃｅｐｔｏｒｓｉｎｔｈｅｃｏｒｎｅａｏｆｒａｔｓｗｉｔｈａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｆｕｍｉｇａｔｕｓｋｅｒ
ａｔｉｔｉｓ［Ｊ］．ＣｈｉｎＪＥｘｐＯｐｈｔｈａｌｍｏｌ，２０１４，３２（１０）：８７０８７５．

［１０］　ＺＨＡＮＧＨＪ，ＱＵＪＭ，ＳＨＡＯＣＺ，ＺＨＡＮＧＪ，ＨＥＬＸ，ＹＵＡＮＺ
Ｈ．ＡｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｆｕｍｉｇａｔｕｓｃｏｎｉｄｉａｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｓＮＯＤ２ｐｒｏｔｅｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｂｏｔｈｉｎｖｉｔｒｏａｎｄｉｎｖｉｖｏ［Ｊ］．ＡｃｔａＰｈａｒｍａｃｏｌ
Ｓｉｎ，２００８，２９（１０）：１２０２１２０８．

［１１］　ＷＵＪＹ，ＺＨＡＮＧＹＴ，ＸＩＮＺＴ，ＷＵＸＹ．Ｔｈｅｃｒｏｓｓｔａｌｋｂｅ
ｔｗｅｅｎＴＬＲ２ａｎｄＮＯＤ２ｉｎＡｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｆｕｍｉｇａｔｕｓｋｅｒａｔｉｔｉｓ
［Ｊ］．ＭｏｌＩｍｍｕｎｏｌ，２０１５，６４（２）：２３５２４３．

［１２］　ＪＩＮＸＭ，ＱＩＮＱ，ＴＵＬＬ，ＺＨＯＵＸＴ，ＬＩＮＹ，ＱＵＪ．Ｔｏｌｌｌｉｋｅ
ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ（ＴＬＲｓ）ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏｉｎ
ａｃｔｉｖａｔｅｈｙｐｈａｅｏｆＦｕｓａｒｉｕｍｓｏｌａｎｉｉｎｉｍｍｏｒｔａｌｉｚｅｄｈｕｍａｎ
ｃｏｒｎｅａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＭｏｌＶｉｓ，２００７，１３：１９５３１９６１．

［１３］　ＴＵＫＨＶＡＴＵＬＩＮＡ，ＤＺＨＡＲＵＬＬＡＥＶＡＡ，ＥＲＯＫＨＯＶＡＡ，ＺＥＭ
ＳＫＡＶＡＡ，ＢＡＬＶＡＳＳＩＮＭ，ＯＺＨＡＲＯＶＳＫＡＩＡＴ，ｅｔａｌ．Ａｄｊｕ
ｖａｎｔａｔｉｏｎｏｆａｎｉｎｆｌｕｅｎｚａｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎｉｎａｎｔｉｇｅｎｗｉｔｈＴＬＲ４
ａｎｄＮＯＤ２ａｇｏｎｉｓｔｓｅｎｃａｐｓｕｌａｔｅｄｉｎｐｏｌｙ（Ｄ，ＬＬａｃｔｉｄｅＣｏ
Ｇｌｙｃｏｌｉｄｅ）ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｅｎｈａｎｃｅｓｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃｉｔｙａｎｄｐｒｏ
ｔｅｃｔｉｏｎａｇａｉｎｓｔｌｅｔｈａｌｉｎｆｌｕｅｎｚａｖｉｒｕｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎｉｎｍｉｃｅ［Ｊ］．
Ｖａｃｃｉｎｅｓ，２０２０，８（３）：５１９．

［１４］　ＫＡＳＩＭＳＥＴＴＹＳＧ，ＨＡＷＫＥＳＡ，ＢＡＲＥＫＡＴＡＩＮＫ，ＳＯＯＥ，
ＷＥＬＣＨＡＫ，ＭＣＫＡＹＤＢ．ＴＬＲ２ａｎｄＮＯＤｓ１ａｎｄ２ｃｏｏｐｅｒ
ａｔｅｉｎｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｒｅｓｐｏｎｓｅｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｒｅｎａｌｉｓｃｈｅ
ｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙ［Ｊ］．ＴｒａｎｓｐｌＩｍｍｕｎｏｌ，２０２０，５８：
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１０１２６０．
［１５］　朱然，梁舒，钱晶晶，李豪亮，张希熹．高糖和糖浓度波动对人

角膜上皮细胞ＭＭＰ９表达及真菌黏附的影响［Ｊ］．眼科新进
展，２０２１，４１（６）：５３４５３９．
ＺＨＵＲ，ＬＩＡＮＧＳ，ＱＩＡＮＪＪ，ＬＩＨＬ，ＺＨＡＮＧＸＸ．Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆ
ｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅａｎｄｆｌｕｃｔｕａｔｉｎｇｇｌｕｃｏｓｅｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ＭＭＰ９ｉｎｈｕｍａｎｃｏｍｅａｌｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍｃｅｌｌｓａｎｄｔｈｅａｄｈｅｓｉｏｎ
ｏｆＦｕｎｇｉ［Ｊ］．ＲｅｃＡｄｖＯｐｈｔｈａｌｍｏｌ，２０２１，４１（６）：５３４５３９．

［１６］　李雪弟．角膜外伤所致真菌性角膜炎误诊原因分析［Ｊ］．中华
眼外伤职业眼病杂志，１９９９，２１（４）：３５８．
ＬＩＸＤ．Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｃａｕｓｅｓｏｆｍｉｓｄｉａｇｎｏｓｉｓｏｆｆｕｎｇａｌｋｅｒ
ａｔｉｔｉｓｃａｕｓｅｄｂｙｃｏｒｎｅａｌｔｒａｕｍａ［Ｊ］．ＣｈｉｎＪＯｃｕｌＴｒａｕｍＯｃ
ｃｕｐａｔＥｙｅＤｉｓ，１９９９，２１（４）：３５８．

［１７］　韦振宇，梁庆丰．真菌性角膜炎诊治新进展［Ｊ］．中华眼科杂
志，２０２０，５６（８）：６３１６３６．
ＷＥＩＺＹ，ＬＩＡＮＧＱＦ．Ｎｅｗｐｒｏｇｒｅｓｓｉｎｄｉａｇｎｏｓｉｓａｎｄｔｒｅａｔ

ｍｅｎｔｏｆｆｕｎｇａｌｋｅｒａｔｉｔｉｓ［Ｊ］．ＣｈｉｎＪＯｐｈｔｈａｌｍｏｌ，２０２０，５６
（８）：６３１６３６．

［１８］　陈懿，冉莉君，徐燕，黄陆东晗，邓春霞，郑莎，等．真菌性角膜
炎病原学及其预后［Ｊ］．中华医院感染学杂志，２０１９，２９（１８）：
２８３０２８３４．
ＣＨＥＮＹ，ＲＡＮＬＪ，ＸＵＹ，ＨＵＡＮＧＬＤＨ，ＤＥＮＧＣＸ，ＺＨＥＮＧ
Ｓ，ｅｔａｌ．Ｅｔｉｏｌｏｇｙａｎｄｐｒｏｇｎｏｓｉｓｏｆｆｕｎｇａｌｋｅｒａｔｉｔｉｓ［Ｊ］．Ｃｈｉｎ
ＪＮｏｓｏｃｏｍｉｏｌ，２０１９，２９（１８）：２８３０２８３４．

［１９］　向德猛，王月新，贾艳妮，李素霞，翟华蕾，史伟云，等．他克莫
司滴眼液对真菌性角膜炎 ＰＫＰ术后早期免疫排斥预防作用
的观察［Ｊ］．中华眼科杂志，２０１７，５３（４）：３０５３１０．
ＸＩＡＮＧＤＭ，ＷＡＮＧＹＸ，ＪＩＡＹＮ，ＬＩＳＸ，ＺＨＡＩＨＬ，ＳＨＩＷ
Ｙ，ｅｔａｌ．Ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｐｒｅｖｅｎｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｏｆｔａｃｒｏｌｉｍｕｓ
ｅｙｅｄｒｏｐｓｏｎｅａｒｌｙｉｍｍｕｎｅｒｅｊｅｃｔｉｏｎａｆｔｅｒＰＫＰｏｐｅｒａｔｉｏｎｏｆ
ｆｕｎｇａｌｋｅｒａｔｉｔｉｓ［Ｊ］．ＣｈｉｎＪＯｐｈｔｈａｌｍｏｌ，２０１７，５３（４）：３０５
３１０．

ＥｆｆｅｃｔｏｆＦｕｓａｒｉｕｍｓｏｌａｎｉｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮＯＤ２ａｎｄｔｈｅｓｅｃｒｅｔｉｏｎｏｆｒｅ
ｌａｔｅｄｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｆａｃｔｏｒｓｉｎｈｕｍａｎｃｏｒｎｅａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ
ＬＩＨａｏｌｉａｎｇ，ＺＨＵＲａｎ，ＺＨＡＮＧＸｉｘｉ，ＬＵＺｈｉｆｅｎｇ，ＱＩＡＮＪｉｎｇｊｉｎｇ，ＬＩＡＮＧＳｈｕ
ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＯｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙ，ＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＮａｎｔｏｎｇＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｎａｎｔｏｎｇ２２６００１，ＪｉａｎｇｓｕＰｒｏｖｉｎｃｅ，Ｃｈｉｎａ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＬＩＡＮＧＳｈｕ，Ｅｍａｉｌ：ｍａｇｇｉｅ７７６６＠１６３．ｃｏｍ

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＦｕｓａｒｉｕｍｓｏｌａｎｉｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮＯＤ２ａｎｄｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆ
ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｆａｃｔｏｒｓｉｎｈｕｍａｎｃｏｒｎｅａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ（ＨＣＥＣｓ）．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＴｈｅＨＣＥＣｓｉｎｔｈｅｌｏｇａｒｉｔｈｍｉｃ
ｇｒｏｗｔｈｐｈａｓｅｗａｓｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏａｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（ｎｏｆｕｎｇａｌｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ）ａｎｄａｆｕｎｇａｌｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ（ａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｔｈｅ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆａｄｄｅｄｆｕｎｇｉ，ｔｈｅｒｅｗｅｒｅｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏ１０３，１０４，１０５，１０６ＣＦＵ·ｍＬ－１ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎｇｒｏｕｐｓ）．Ｔｈｅｆｕｎｇａｌｓｔｉｍｕ
ｌａｔｉｏｎｇｒｏｕｐｗａｓｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ４ｈ，８ｈ，１２ｈ，１６ｈ，ｓｅｐａｒａｔｅｌｙ，ａｎｄＲＴｑＰＣＲｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮＯＤ２ｍＲ
ＮＡｉｎＨＣＥＣｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ．ＡｆｔｅｒＨＣＥＣｓｗｅｒｅｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｂｙ１０５ＣＦＵ·ｍＬ－１ｓｐｏｒｅｓｏｆＦｕｓａｒｉｕｍｓｏｌａｎｉｆｏｒ１２ｈ，２４ｈ，
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