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AMPK调控内质网应激抵抗 COPD大鼠肺泡上皮细胞凋亡的实验研究 *
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摘要 目的：初步探讨 AMPK在内质网应激所致 COPD大鼠肺泡上皮细胞凋亡中所起的作用及机制。方法：实验分三组：对照组，

COPD模型组，AICAR干预组，以香烟烟雾烟熏加气管内滴注脂多糖方法构建 COPD大鼠模型，取大鼠肺组织行 HE染色病理观

察，免疫组化，western blot检测 p-AMPK/AMPK，ORP150，caspase-3及 CHOP表达，TUNEL法检测各组凋亡情况。结果：病理 HE

染色提示模型组大量炎症细胞浸润，肺大疱形成，支气管壁发生狭窄；AICAR干预组炎症细胞较模型组减少。与正常对照组相比，

免疫组化及 western blot均提示模型组中 p-AMPK和 ORP150蛋白表达含量增强，差异有统计学意义（P＜0.05）。而 AICAR干预

组中 p-AMPK/ AMPK及 ORP150蛋白表达较模型组明显上升，差异有统计学意义（P＜0.05）。内质网应激相关凋亡指标 CHOP及

caspase-3的表达在模型组明显增强，较正常组比较差异有显著性（P＜0.05），而 AICAR组中凋亡指标较模型组明显下调。结论：

AMPK可以保护肺泡上皮细胞免于香烟烟雾所致内质网应激凋亡，且有可能通过增加 ORP150来实现其保护作用。
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The Mechanism of AMPK Regulate Endoplasmic Reticulum Stress to Resist
the Epithelial Cell Apoptosis in COPD Rats*

To explore the effect and mechanism of AMPK on apoptosis of alveolar epithelial cells induced by endo-

plasmic reticulum stress in COPD rats. the rats were divided into three groups: control group, model group, AICAR interven-

tion group, establishment of rat model of chronic obstructive pulmonary disease by smoking smoke inhalation and intratracheal instilla-

tion of lipopolysaccharide. The HE staining of rat lung tissue pathological observation, immunohistochemical detection of

p-AMPK/AMPK, western blot the expression of Caspase-3, ORP150, and CHOP. Apoptosis were detected by TUNEL method.

the HE staining showed that the model group of pulmonary bullae formation, inflammatory cell infiltration, inflammatory cells in AICAR

group was lower than that of model group. Compared with the normal control group, immunohistochemistry and Western blot showed

that p-AMPK/ AMPK and ORP150 protein expression decreased in the model group, the difference was statistically significant (P<0.05),

and AICAR in the intervention group p-AMPK/ AMPK and ORP150 protein expression were significantly increased compared with the

model group, the difference was statistically significant (P<0.05). Endoplasmic reticulum stress related apoptosis The expression of

CHOP and caspase-3 apoptosis index increased significantly in the model group, there was significant difference compared with normal

group (P<0.05), while in group AICAR, apoptosis index down significantly compared with the model group. AMPK can

protect alveolar epithelial cells from cigarette smoke induced endoplasmic reticulum stress and apoptosis, it was possible to achieve its

protective effect the increase of ORP150.
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前言

吸烟是慢性阻塞性肺疾病（chronic obstructive pulmonary

disease, COPD）最主要的危险因素[1]。但目前吸烟所致 COPD

的发病机制并不完全清楚，目前越来越多的学者认为气道上皮

细胞凋亡在 COPD的发病过程中起着很重要的作用，而且是

其发生发展的关键环节[2,3]，相关研究均表明内质网应激（Endo-

plasmic Reticulum Stress, ERS）可能是介导气道结构细胞发生

凋亡的非常重要的途径[4,5]。当细胞遭遇缺血缺氧、毒性物质、能

量缺乏时，内质网功能将发生障碍，造成内质网腔错误折叠蛋

4401· ·



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress inModern Biomedicine Vol.17 NO.23 AUJ.2017

白和未折叠蛋白积聚，从而引发内质网应激（endoplasmic retic-

ulum stress, ERS）。当错误折叠蛋白在内质网内堆积时，为应对

细胞反应，内质网中非折叠蛋白的聚集称为非折叠蛋白反应

（unfolded-protein response, UPR）[6]。内质网应激同时也是具有

时相性的，当细胞刺激因素未缓解，应激持续存在，细胞内环境

稳态无法维持稳态时，则将激活相应的细胞凋亡机制，目前被

认可的凋亡途径主要有三条：① CHOP基因的激活转录；②

JNK通路被激活；③ 内质网特有的 caspase通路被激活[7]。其中

CHOP被认为是细胞 ERS的标志性分子，亦为内质网应激诱

导性凋亡所特有的产物[8]。

腺苷酸活化蛋白激酶（Adenosine Monophosphate-activated

Protein Kinase，AMPK）是一种在人体内广泛存在的丝氨酸 -苏

氨酸蛋白激酶，由一个催化亚结构（或）和两个调节亚结构（和）

组成异质三聚体，AMPK是决定细胞处于何种状态的最关键的

分子，它在决定细胞能量状态和调控细胞能量产生及消耗中起

到决定性作用，其在全身多个脏器均有表达，如肺、心血管、肝

脏、肾脏等。AMPK通常被认为是一种应激反应酶，在能量缺乏

或应急状况时，AMPK被激活，产生急性效应，抑制需要大量

ATP的合成代谢，以节约能量，使之用于应付应激、维持生存的

细胞行为[9]。在多数情况下，AMPK在应激时激活，对细胞具有

保护作用[10,11]。而对于香烟烟雾引起的 ERS，AMPK在其过程中

具体起到何种作用目前并不完全清楚，还有待进一步研究。本

研究通过构建 COPD大鼠模型，随后以 AMPK激动剂 AICAR

干预 COPD大鼠，检测内质网应激所致凋亡相关指标，从而初

步探讨 AMPK在内质网应激所致凋亡中的作用及机制。

1 材料与方法

1.1 主要试剂与仪器

AICAR购自美国 Sigma公司，p-AMPK、AMPK和 茁-actin
抗体购自美国 proteintech 公司，ORP150 抗体购自美国 santa

cruz 公司，CHOP 和 caspase-3 抗体购自美国 Cell Signaling

technology公司。

1.2 动物分组

雄性大鼠（SPF级）36只，6-8周鼠龄，体重 250-300 g。按随

即数字表法分为对照组，COPD模型组，AICAR干预组，每组

12只。

1.3 COPD模型制备

按照参考文献方法[12]进行 COPD模型复制。第 1天、14天

气管内滴注脂多糖 (LPS)200 滋g/100 滋L，第 2 天～13 天、15

天～30天，使大鼠被动吸烟，1次 /天，每次 12支，0.5小时。被

动吸烟方法：将香烟烟雾注入特制玻璃箱（芙蓉牌香烟，每支香

烟的焦油含量为 13 mg，烟碱量为 1.3 mg）。正常对照组：用生

理盐水代替 LPS，玻璃箱内吸入空气。AICAR干预组：在注射

脂多糖后腹腔内注射 AICAR(美国 Sigma公司 1 mg/kg)，余操

作步骤与 COPD模型组一致。

1.4 测定指标

1）大鼠生物行为学观察：观察各组大鼠在造模中是否出现

不爱活动，喘息，咳嗽等，并对每只大鼠进行称重。2）HE染色检

测病理：用股动脉放血法处死大鼠，快速取出左肺组织，生理盐

水冲洗，然后置于 4％甲醛溶液中固定，24 h后置于 75%乙醇

中，石蜡包埋，切片，染色。3）western blot检测各组支气管肺组

织中 AMPK、p-AMPK、ORP150、CHOP、caspase-3的表达，按照

western blot操作方法进行蛋白 SDS-PAGE凝胶、电泳、转膜、

封闭及一抗（p-AMPK 1 : 500，茁-actin1 : 1000，ORP150 1 : 500，
CHOP 1 : 500，caspase-3 1 : 500），二抗孵育，滴加 ECL发光液

后在荧光成像仪下发光成像拍照，Image J图像分析软件进行

蛋白条带吸光度分析，将 ORP150、CHOP、caspase-3的吸光度

值与 茁-actin条带吸光度值（IOD）的比值，p-AMPK的吸光度值

与 AMPK条带吸光度值的比值作为其蛋白的相对表达量。4）

免疫组化检测 p-AMPK、ORP150、CHOP的表达：按免疫组化

染色试剂盒（北京中杉金桥生物技术有限公司）说明书步骤操

作，一抗稀释比例 p-AMPK (1:200)、AMPK (1:500)、ORP150（1:

200），CHOP (1:1000)。免疫组化结果处理：采图后使用 Im-

age-Pro Plus分析系统测定积分光密度（IOD）。5）TUNEL染色

测凋亡：按照 Roche公司原位细胞凋亡检测试剂盒（In Situ Cell

Death Detection Kit，POD）说明书进行操作。阴性对照采用标记

溶液代替 TUNEL反应液。测定各组肺内细胞凋亡指数（AI）的

变化：参照文献 400倍光镜下每例计数 3000个肺泡上皮细胞

中凋亡细胞数。AI=凋亡肺泡上皮细胞数 / 肺泡上皮细胞总

数× 100%。

1.5 统计学处理

所有数据经 SPSS 17.0统计软件进行分析处理。计量资料

数据均采均数± 标准差（x± s）表示，采用单因素方差分析，组

间两两比较用 LSD-t检验；以 P <0.05为差异有显著性。

2 结果

2.1 动物生物学行为

COPD模型组大鼠渐出现拒食、不喜活动，消瘦，毛发发

黄、稀疏，呼吸频率加快，有时可听到喘息音；正常组未见异常；

而治疗组大鼠整体表现较模型组相对爱动，整体体重较模型组

偏重(表 1，图 1)。

表 1 三组大鼠体重比较

Table 1 Comparison of weight of rats in the three groups

Group(n=12) The weight of rats(g)

Control 441.1± 15.46

COPD 322.425± 26.155

AICAR 369.5± 29.238

图 1 三组大鼠体重比较

Fig.1 Comparison of body weight in three groups, *means model group

compared with control group P＜0.05, # means intervention group

compared with model group P＜0.05

4402· ·



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress in Modern Biomedicine Vol.17 NO.23 AUG.2017

2.2 各组大鼠肺组织 HE结果

光镜下可见模型组大量炎症细胞浸润，肺组织发生结构改

变，肺大疱形成，平滑肌增加，血管壁炎症细胞浸润，增厚，有肺

毛细血管床的破坏，支气管管腔狭窄闭塞。AICAR干预组可见

少量支气管上皮细胞变性坏死脱落，气管及血管壁轻度增厚，

少量炎性细胞浸润，支气管管壁未见明显增厚，形成及管腔狭

窄，而正常对照组无明显异常（图 2）。

图 2 三组大鼠肺组织光镜下表现 HE染色 *100倍

Fig.2 The microscopic characteristics of the three groups (HE staining)

2.3 western blot检测

COPD模型组的 ORP150的表达较对照组有所增强，差异

有统计学意义（P＜0.05），p-AMPK表达较对照组比较亦有所

升高，差异有统计学意义（P＜0.05）。而在 AICAR干预组的

p-AMPK和 ORP150表达较模型组明显升高，较模型组比较差

异有统计学意义（P＜0.05）。随后，以 western blot测定了各组肺

组织中凋亡指标 caspase-3和 CHOP的表达，此两种蛋白在模

型组中均明显升高，而以 AICAR干预后表达降低，较模型组相

比较差异有统计学意义（P＜0.05）(具体见图 3)。

图 3 Western blot检测各组肺组织中 p-AMPK、ORP150及凋亡指标 CHOP、caspase-3的表达，*模型组与对照组比较 P＜0.05，#干预组与模型组

比较 P＜0.05

Fig.3 Expression of p-AMPK, ORP150 and CHOP, caspase-3 were detected by western blot. *means model group compared with control group P＜0.05,
# means intervention group compared with model group P＜0.05

2.4 免疫组化检测

p-AMPK、ORP150和 CHOP在肺组织各级支气管组织、间

质细胞中均有免疫染色，细胞质和细胞核均有着色。对照组的

三种蛋白均呈弱阳性表达，棕黄色颗粒即为阳性表达，对照组

中 p-AMPK（平均光密度值：0.008± 0.006）、ORP150（平均光密

度值：0.006± 0.002）、CHOP（平均光密度值：0.014± 0.003）。模

型组的 CHOP呈强阳性表达（平均光密度值：0.052± 0.014），

p-AMPK（平均光密度值：0.027± 0.017）、ORP150（平均光密度

值：0.018± 0.006）也有表达，阳性产物为棕褐色颗粒，三者的

IOD值较对照组相比差异有统计学意义；干预组较模型组比较

CHOP（平均光密度值：0.039± 0.016）表达明显减弱，但

p-AMPK（平均光密度值：0.047± 0.034）、ORP150（平均光密度

值：0.048± 0.010）较模型组表达增高，三者 IOD值较模型组比

较差异有统计学意义（图 4）。

2.5 TUNEL测凋亡

对照组大鼠肺组织 TUNEL阳性细胞（AI：0.061± 0.018）

明显低于模型组 (AI0.358± 0.202），AICAR干预组阳性细胞较少

(AI：0.197± 0.115）。各组间凋亡指数差异有统计学意义（图 5）。
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图 4 免疫组化检测三组大鼠支气管肺组织中 p-AMPK、ORP150和 CHOP的表达，棕色颗粒为阳性细胞。*模型组与对照组比较 P＜0.05，#干预

组与模型组比较 P＜0.05

Fig.4 Expression of p-AMPK, ORP150 and CHOP were detected by immunohistochemistry, Brown granules are positive cells. *means model group

compared with control group P＜0.05, #means intervention group compared with model group P＜0.05

3 讨论

目前内质网应激与 COPD发病机制关系的研究很多，相关

研究均表明在 COPD 发病过程中存在着内质网应激的激

活 [13,14]。当细胞发生内质网应激时，UPR通过上调内质网所特

有的伴侣分子对细胞起到保护作用，其中氧调节蛋白 150（oxy-

gen-regulated protein 150，ORP150）是内质网应激发生的一种

标志物，亦为内质网应激发生的一种非常关键的伴侣分子，作

为热休克蛋白家族的一员，ORP150定位于内质网腔，正常情况

下其表达很低，当细胞和组织暴露于缺氧、缺血、再灌注损伤等

应激环境发生内质网应激时，其表达增高[15]。Tagawa等学者利

用基因技术使得 ORP150过表达及表达沉默，转染至人支气管

上皮细胞，然后以香烟烟雾提取物刺激细胞，发现 ORP150过

表达的细胞组凋亡率减少，与对照组相比有统计学差异，证实

ORP150在 CSE诱导的 HBE内质网应激诱导性凋亡中起到保

护性作用[16]。我们将大鼠暴露于香烟烟雾刺激后测定 COPD模

型组中 ORP150表达上调，且 CHOP表达明显增加，这表明在

COPD大鼠中发生了内质网应激所致凋亡。但香烟烟雾刺激是

一个慢性长期的过程，ORP150表达在一定水平后即不再上升，

可能维持其他伴侣分子处于激活状态，从而对抗凋亡，这在其

他文章中也有报道[17]。

在多数情况下，AMPK在应激时的激活对细胞具有保护作

用[18]。如在炎症、氧化应激、缺血缺氧、胰岛素抵抗等状态下

AMPK将被激活，起到保护细胞的作用[19]。Lu[20]等学者通过研

究证明 AMPK的激动剂 AICAR可以抑制 GRP78的产生从而

延缓棕榈酸盐所致的人间充质干细胞内质网应激诱导性凋亡。

Marcel Bo茁[21]等则认为 AMPK可以独立抑制内质网应激，从起

起到抗炎及抗凋亡的作用。其他许多研究亦证实 AMPK激活

后能够抑制内质网应激，而AMPK的功能受抑制将导致内质网应

激增强，凋亡增多[22]。我们的实验发现 COPD模型组中 p-AMPK

表达较模型组上调，说明在长期缺氧条件下 AMPK被激活。但

模型组中细胞凋亡仍然是增加的，为了验证 AMPK在缺氧条

件下是否具有保护作用，随后我们以 AMPK的激动剂 AICAR

对大鼠进行腹腔注射，我们发现大鼠的凋亡指标 CHOP和 cas-
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pase3均较模型组减低，从而可以得出AMPK可保护肺泡上皮

细胞免于香烟烟雾所诱导的内质网应激所致的凋亡。且

AICAR干预组中 ORP150表达明显上调，这表明 AMPK有可

能通过上调 ORP150来实现其保护作用。亦有报道证实在肝细

胞中 AMPK可以抑制脂质所引起的内质网应激诱导性凋亡从

而起到保护作用，且通过增加 ORP150的表达来实现[17]。这些

研究与我们的结果是一致的。

本研究结果表明，COPD组中的 p-AMPK和 ORP150较对

照组表达有所增加，说明香烟烟雾刺激可诱导 p-AMPK 和

ORP150的激活。以 AICAR干预后，ORP150的表达可以重新

上调，且凋亡产物 CHOP及 caspase-3都较模型组降低，这表

明，AMPK在香烟烟雾诱导的内质网应激所致凋亡中起保护作

用，且这种作用有可能是通过增加 ORP150来实现。但大鼠个

体存在差异性，且具体通过何种通路来起保护作用，还有待分

子生物实验来进一步证实。
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