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25-OH 维生素 D 通过调控 TGF-β 介导的 YAP/TAZ 
核转位机制对新生儿感染性肺炎的抗炎作用研究

刘 阳，石 芸，钟林平，秦膏阳（电子科技大学医学院附属妇女儿童医院 / 成都市妇女儿童中心医院新生 
儿科，成都  611731）

摘  要：目的 探 讨 25-OH 维 生 素 D（25-OH vitamin D，25-OH-VD） 对 新 生 儿 感 染 性 肺 炎（neonatal infectious 
pneumonia，NIP）的抗炎作用及其作用机制。方法 选取 2022 年 1 月～ 2023 年 1 月成都市妇女儿童中心医院收治的

65 例 NIP 患儿，根据病情严重程度，分为轻症组（n=34）和重症组（n=31），另选取同期 60 例健康新生儿为对照组。

通过酶联免疫吸附试验（ELISA）检测血清 25-OH-VD，白细胞介素 -2（inteleukin-2，IL-2）、γ 干扰素（interferon-γ，

IFN-γ）、肿瘤坏死因子 α（tumor necrosis factor-α，TNF-α）和 IL-1β 水平；蛋白免疫印迹法检测外周血单个核细

胞中维生素 D 受体（vitamin D receptor，VDR）、细胞核转化生长因子 β（transforming growth factor β，TGF-β）/Yes
相关蛋白（nucleus-Yes-associated protein，n-YAP）和细胞核转录共激活因子 PDZ 结合基序（nucleus-transcriptional co-
activator with PDZ-binding motif，n-TAZ）通路相关蛋白表达。脂多糖（lipopolysaccharide，LPS）刺激人肺上皮细胞构建

NIP 体外模型，分为 Control 组、LPS 组和 LPS+VD 组；CCK-8 检测细胞活力；qRT-PCR 检测各组细胞中细胞色素 P450
家族成员 28B1（recombinant cytochrome P450 27B1，CYP27B1）和 VDR 的 mRNA 表达；免疫细胞化学法检测各组细

胞 YAP 阳性细胞核数；免疫荧光检测各组细胞 YAP/TAZ 复合物核转位；蛋白免疫印迹法检测各组细胞炎性因子相关蛋

白表达。结果 与对照组相比，轻症组和重症组患儿血清中 IL-2（1.91±0.18 μg/L，2.63±0.27 μg/L vs 1.05±0.12 μg/L），

IFN-γ（1.73±0.13 μg/L，2.18±0.19 μg/L vs 1.03±0.07 μg/L），TNF-α（1.79±0.08 μg/L，2.38±0.13 μg/L vs 0.97±0.04 
μg/L）和 IL-1β（2.18±0.07 μg/L，2.59±0.11 μg/L vs 0.96±0.02 μg/L）含量以及 TGF-β（1.67±0.21，2.43±0.42 
vs 1.02±0.04），n-YAP（2.08±0.11，4.23±0.37 vs 0.99±0.02） 和 n-TAZ（2.47±0.42，4.21±0.58 vs 1.03±0.05） 蛋

白表达逐渐升高，25-OH-VD（12.57±2.21 μg/L，7.85±2.03 μg/L vs 16.76±1.02 μg/L）含量和 VDR（0.73±0.09，
0.51±0.06 vs 1.03±0.08）蛋白表达逐渐降低，差异具有统计学意义（F=18.983 ～ 56.782，均 P<0.001）。细胞实

验结果显示，与 Control 组相比，LPS 组细胞存活率在 12h（76.23%±0.73% vs 116.72%±2.14%），24 h（57.23%± 
0.94% vs 125.76%±1.67%）和 48 h（41.23%±0.56% vs 138.56%±1.35%）时显著降低（t=10.342，26.562，37.821）；

YAP 阳性细胞数（47.35±3.47 个 vs 12.46±1.34 个）和 YAP/TAZ 复合物核转位率（2.56%±0.32% vs 1.01%±0.06%）

升高（t=46.362，26.921）；IL-2（2.03±0.09 vs 1.03±0.08），IFN-γ（2.07±0.21 vs 1.02±0.04），TNF-α（2.18±0.11 
vs 0.99±0.02）和 IL-1β（3.17±0.42 vs 1.03±0.05）的蛋白表达水平升高（t=28.341，26.713，31.235，47.823），差

异具有统计学意义（均 P<0.001），而两组间 CYP27B1 和 VDR mRNA 表达差异无统计学意义（t=0.872，0.786，均

P>0.05）。与 LPS 组比较，LPS+VD 组在 12 h（85.23%±0.36%），24 h（79.82%±0.63%），48 h（76.28%±0.72%）

的细胞存活率和 CYP27B1（4.42±0.14），VDR mRNA（5.13±0.56）表达升高，YAP 阳性细胞核数（24.41±3.23 个）

和 YAP/TAZ 复合物核转位率（1.47%±0.26%）降低，IL-2（1.21±0.06），IFN-γ（1.13±0.42），TNF-α（1.03±0.37）
和 IL-1β（1.61±0.58）蛋白表达降低，差异具有统计学意义（t=7.263，19.892，23.145，27.872，26.982，14.762，
13.623，18.273，25.314，27.873，22.134，均 P<0.01）。结论 血清 25-OH-VD 水平与 NIP 严重程度相关，外源性给

予 VD 补充可通过调控 TGF-β 介导的 YAP/TAZ 核转位机制发挥抗炎作用，减轻 NIP 损伤。
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Abstract: Objective To investigate the anti-inflammatory effect of 25-OH vitamin D (25-OH-VD) on neonatal infectious 
pneumonia (NIP) and its mechanism. Methods A total of 65 children with NIP admitted to Chengdu Women and Children’s 
Central Hospital from January 2022 to January 2023 were selected. According to the severity of the disease, they were divided 
into mild group (n=34) and severe group (n=31), and 60 healthy neonates in the same period were selected as the control group. 
Serum 25-OH-VD, interleukin-2 (IL-2), interferon-γ (IFN-γ), tumor necrosis factor-α (TNF-α) and IL-1β levels were 
measured by ELISA. The expressions of vitamin D receptor (VDR), transforming growth factor-β (TGF-β)/nuolea Yes-
associated protein (n-YAP) and nuclear transcriptional coactivator PDZ-binding motif (n-TAZ) pathway related proteins in 
peripheral blood mononuclear cells were detected by Western blot. NIP in vitro models were established by lipopolysaccharide 
(LPS) stimulation of human lung epithelial cells, which were divided into control group, LPS group and LPS+VD group. Cell 
viability was detected by CCK-8 assay. The mRNA expressions of recombinant cytochrome P450 27B1 (CYP27B1) and VDR in 
each group were detected by qRT-PCR. The number of YAP positive nuclei in each group was detected by immunocytochemistry. 
The nuclear translocation of YAP/TAZ complex in each group was detected by immunofluorescence. The expression of 
inflammatory	factor-related	proteins	in	each	group	was	detected	by	Western	blot.	Results Compared with the control group, the 
serum levels of IL-2 (1.91±0.18 μg/L, 2.63±0.27 μg/L vs 1.05±0.12 μg/L), IFN-γ (1.73±0.13 μg/L, 2.18±0.19 μg/L 
vs 1.03±0.07 μg/L), TNF-α (1.79±0.08 μg/L, 2.38±0.13 μg/L vs 0.97±0.04 μg/L), IL-1β (2.18±0.07 μg/L, 2.59±0.11 
μg/L vs 0.96±0.02 μg/L), TGF-β (1.67±0.21, 2.43±0.42 vs 1.02±0.04), n-YAP (2.08±0.11, 4.23±0.37 vs 0.99±0.02) 
and n-TAZ (2.47±0.42, 4.21±0.58 vs 1.03±0.05) proteins of the children in the mild and severe groups were gradually 
increased, but the content of 25-OH-VD (12.57±2.21 μg/L, 7.85±2.03 μg/L vs 16.76±1.02 μg/L) and the expression 
of VDR (0.73±0.09, 0.51±0.06 vs 1.03±0.08) proteins were gradually decreased, and the differences were significant 
(F=18.983 ～ 56.782, all P<0.001). Cell experiment results showed that cellular survival rate was lower at 12 h (76.23%±0.73% 
vs 116.72%±2.14%), 24 h (57.23%±0.94% vs 125.76%±1.67%) and 48 h (41.23%±0.56% vs 138.56%±1.35%) in the LPS 
group compared with the control group(t=10.342, 26.562, 37.821), but the rate of cytosolic n-YAP positivity (47.35±3.47 vs 
12.46±1.34), the rate of nuclear translocation of the YAP/TAZ complex (2.56%±0.32% vs 1.01%±0.06%)(t=46.362, 26.921), 
the protein expression levels of IL-2 (2.03±0.09 vs 1.03±0.08), IFN-γ (2.07±0.21 vs 1.02±0.04), TNF-α (2.18±0.11 
vs 0.99±0.02) and IL-1β (3.17±0.42 vs 1.03±0.05) were up-regulated(t=28.341,	26.713,	31.235,	47.823),	with	significant	
differences	(all	P<0.001),	while	there	was	no	significant	difference	in	the	mRNA	expression	of	CYP27B1	and	VDR	(t=0.872, 
0.786, all P>0.05). Compared with the LPS group, the cell survival rate at 12h (85.23%±0.36%), 24h (79.82%±0.63%) and 48h 
(76.28%±0.72%) and the mRNA expression of CYP27B1 (4.42±0.14) and VDR (5.13±0.56) were elevated in the LPS+VD 
group, while the nucleus n-YAP positivity (24.41±3.23), nuclear translocation of the YAP/TAZ complex (1.47%±0.26%), IL-2 
(1.21±0.06), IFN-γ (1.13±0.42), TNF-α (1.03±0.37) and IL-1β (1.61±0.58) protein levels were down-regulated, and 
the	differences	were	significant	(t=7.263, 19.892, 23.145, 27.872, 26.982, 14.762, 13.623, 18.273, 25.314, 27.873, 22.134, all 
P<0.01). Conclusion The serum 25-OH-VD level is related to the severity of NIP. Exogenous VD supplementation may play an 
anti-inflammatory	role	in	reducing	NIP	injury	by	regulating	the	TGF-β-mediated YAP/TAZ nuclear translocation mechanism.
Keywords: neonatal infectious pneumonia；25-OH-VD；TGF-β；YAP/TAZ nuclear translocation

新生儿感染性肺炎（neonatal infectious pneumonia， 
NIP）是新生儿期最常见的感染性疾病，如不予以

积极有效干预治疗，可能导致患儿死亡 [1]。故此，

如何有效治疗该病患儿显得尤为重要。维生素 D
（vitamin D，VD）是人体所必需的维生素，主要以

25- 羟 基 VD（25-hydroxy-vitamin D，25-OH-VD） 
形 式 存 在 [2]， 通 过 与 维 生 素 D 受 体（vitamin D 
receptor，VDR）结合发挥生物学效应，调节机体

钙磷代谢和炎症反应 [3]。有学者提出，新生儿 VD
缺乏可影响免疫功能、促进炎性因子产生、诱发

感染性疾病 [4]，然而 VD 在 NIP 中的作用与机制

相关研究鲜有报道。Yes 相关蛋白（Yes-associated 
protein，YAP） 和 转 录 共 激 活 因 子 PDZ 结 合 基 序

（transcriptional co-activator with PDZ-binding motif，
TAZ）属于 Hippo 信号的表征转录效应因子，参与

调控多种生理病理过程。研究显示 [5]，肺部炎症促

进 YAP/TAZ 激活和核转位，并与促炎因子分泌呈正

相关，表明 YAP/TAZ 对维持肺稳态具有重要作用。

因此本研究观察了 25-OH-VD 与 NIP 病情严重程度

的相关性，并构建 NIP 体外模型，探讨 25-OH-VD
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是否可通过调控 YAP/TAZ 核转位对 NIP 发挥治疗作

用，以期为 NIP 的临床治疗提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 研究对象 选择 2022 年 1 月～ 2023 年 1 月成

都市妇女儿童中心医院收治的 65 例经临床诊断为

NIP 且符合纳入和排除标准的新生儿为研究对象，

按照病情严重程度分为轻症组（n=34）和重症组

（n=31）。纳入标准：① NIP 诊断符合第五版《临

床新生儿学》[13] 中的相关标准；②无器官功能障碍

或先天性疾病者；③日龄≤ 28 天者；④监护人对

本研究知情同意。排除标准：①并发血液系统疾病

者；②并发其他呼吸系统疾病者；③近期使用抗生

素、免疫抑制剂、抗凝药或激素治疗者；④不同意

或不配合此次研究的家属；⑤母体并发感染性疾病、

免疫功能障碍疾病者等；⑥资料不全者或数据丢失

者。另选取 60 例健康新生儿作为对照组。三组新

生儿的性别、胎龄、出生体重、分娩方式、出生季

节和产妇疾病等一般资料比较，差异均无统计学意

义（F/χ2=0.071, 0.301, 2.356, 0.197, 0.053, 0.594, 均

P>0.05）。本研究所有样本和临床资料收集时均严

格按照医学伦理要求收集，经我院伦理委员会批准

（伦审〔2021〕202 号），并经患儿监护人签署知

情同意书。

1.2 仪器与试剂 BEAS-2B 人肺上皮细胞株（美

国 Lonza BioWhittakerTM 公司）；脂多糖（lipopolysac-
charide，LPS)(SMB00704，美国 Sigma-Aldrich 公司）；

细 胞 计 数 试 剂 盒 -8（cell counting kit-8，CCK-8）

（M1020，北京索莱宝科技有限公司）；VDR（ab3508），

转 化 生 长 因 子 β（transforming growth factor β，

TGF-β）（ab215715），n-YAP（ab205270），n-TAZ
（ab242313），白细胞介素 -2（inteleukin-2，IL-2）

（ab92381），γ 干 扰 素（interferon-γ，IFN-γ）

（ab134070），肿瘤坏死因子 α（tumor necrosis fac-
tor-α，TNF-α）（ab183218），IL-1β（ab216995）

和 β-actin（ab8226） 抗 体（ 美 国 Abcam 公 司）；

25-OH-VD ELISA 试剂盒（YKW-20259，上海优科唯

生物科技有限公司）；IL-2（88-7025-88），IFN-γ
（KHC4021）和 TNF-α（88-7346-88）ELISA 试剂盒（美

国赛默飞公司）；IL-1β（ab217608）ELISA 试剂盒

（美国 Abcam 公司）。Cytation3 多功能酶标仪（美

国 BioTek 公司）；Chemi Doc XRS 化学发光凝胶成

像分析系统（美国 Bio-Rad 公司）；NIB 910 光学显

微镜（深圳博士达器械设备有限公司）；细胞色素

P450 家 族 成 员 28B1（recombinant cytochrome P450 
27B1，CYP27B1）和 VDR 引物序列由上海生工生物

设计合成。

1.3 方法

1.3.1 重症肺炎评价方法：根据《临床新生儿学》[6] 

中的相关标准，NIP 新生儿符合下列任何一项，即

判断为重症肺炎：①吸入氧浓度≥ 60%，动脉血氧

饱和度＜ 92%；②出现休克；③出现呼吸窘迫或

多器官衰竭；④出现反复呼吸暂停或慢而不规则的 
呼吸。

1.3.2 临床新生儿血液样本收集：受试对象入院

24h 内或体检当日抽取空腹静脉血 8ml，平均分

为 2 管，1 管 经 4 ℃ 3 000r/min 离 心 20min， 半 径

10cm 收集上层血清并放入 -80℃冰箱备用；另 1 管

采用 Ficoll 密度梯度离心法分离外周血单个核细胞

（peripheral blood mononuclear cell，PBMC）。

1.3.3 ELISA 检测新生儿血清 25-OH-VD 和炎症指

标含量：获取的各组受试者血清应用 ELISA 试剂

盒测定 25-OH-VD 和炎症标志物（IL-2，IFN-γ，

TNF-α 和 IL-1β）的水平。整个测定步骤均按照

试剂盒中附加说明书进行操作，按照标准品吸光度

以及浓度获得标准曲线，按照待测样本吸光度获取

其水平。

1.3.4 细胞培养和处理：将人肺上皮细胞（BEAS-
2B）复苏后放至 DMEM-F12 培养液中（含有 10g/
dl 胎牛血清，100 U/ml 青霉素和 100 mg/ml 链霉素），

在 37℃含有 5ml/dl CO2 的湿润培养箱中培养。取对

数生长期的细胞，加入 0.25% EDTA-Trypsin 胰酶

消化，重悬于 2 ml 培养液中，以 1×105 个 / 孔的密

度铺至 6 孔板中培养。随机分为对照（Control）组、

LPS 组和 LPS+VD 组。待细胞融合度达 80% 左右时，

LPS 组和 LPS+VD 组细胞加入 LPS（0.5μg/ml，用

生理盐水稀释），在 37℃和 5 ml/dl CO2 条件下培养

24 h 建立炎症模型。模型构建成功后，LPS+VD 组

加入 25-OH-VD（100 nmol/L，溶解于无水乙醇）

继续培养 48 h。Control 组仅给予等量磷酸盐缓冲

溶液（phosphate	buffer	solution，PBS）处理。

1.3.5 CCK-8 检测细胞活力：将对数生长期的三组

BEAS-2B 细胞（1×105 个 / 孔）接种于 96 孔板中

分别培养 0，6，12，24 和 48 h，另设不接种细胞

的培养孔为空白对照组，每组设置 6 个复孔。加入

CCK-8 溶液（10 μl/ 孔），37℃孵育 2 h，在酶标

仪 450 nm 波长处读取吸光度（A）值。细胞活力 = 
（A 药物处理组 -A 空白对照组）/（A 对照组 -A 空白对照组）。

1.3.6 qRT-PCR 检 测 CYP27B1 和 VDR 的 mRNA
表 达： 采 用 TRIzol 一 步 法 提 取 各 组 BEAS-2B 细

胞总 RNA。核酸定量后，采用 Prime Script RT 反

转 录 试 剂 盒 将 单 链 RNA 逆 转 录 为 cDNA， 转 录

条 件：65 ℃ 5min（RNA 变 性 ），25 ℃ 5min（ 退

火），42℃ 30min（反转录工作温度），85℃ 5min
（ 逆 转 录 酶 失 活）。使 用 Light Cycler 480 系 统
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和 SYBR Green Master Mix 试 剂 盒 将 上 述 条 件 合

成的双链 cDNA 进行 RT-PCR 扩增，条件为 95℃ 
5min（ 预 变 性 ），95 ℃ 40s（ 变 性 ）, 40 ℃ 40s
（ 退 火），72 ℃ 1min（ 延 伸）， 共 40 个 循 环，

以 GAPDH 为内参，通过 2-ΔΔCt 法计算目标基因

相对表达水平。引物序列如下：VDR 上游引物：

5’-TGCCTGACCCTGGAGACTTTGACC-3’，下游引 
物：5’-CATCATGCCGATGTCCACACAGCG-3’；
CYP27B1 上游引物：5’-TGGCCCAGATCCTAACA 
CATTT-3’， 下 游 引 物：5’-GTCCGGGTCTTGGGT 
CTAACT-3’；GAPDH 上游引物：5’-GGTATCGTGG 
AAGGACTCATGAC-3’，下游引物：5’-ATGCCAG
TGAGCTTCCCGTTCAGC-3’。 
1.3.7 免疫细胞化学法检测 YAP 阳性细胞核数：

参 考 FANG 等 [7] 的 方 法， 将 各 组 BEAS-2B 细 胞

（2×105 个 / 孔）接种于 24 孔板中，细胞密度达

50% ～ 60% 时用 4g/dl 多聚甲醛固定 30 min，0.5g/
dl TritonX-100 破膜，37℃孵育 30 min，3ml/dl H2O2

阻断灭活。10 ml/dl 山羊血清封闭 30 min 后加入

YAP 一抗（1∶200）4℃孵育过夜，PBS 代替一抗

设为阴性对照。次日，二抗避光孵育 30 min；二脒

基苯基吲哚（diamidinyl phenylindole，DAPI）显色

5 min，苏木素复染细胞核 30s。光学显微镜下随机

选取 10 个视野（×200），计数核阳性细胞，取平

均值。YAP 阳性表达表现为棕黄色颗粒，同时存在

于细胞膜和细胞核中。

1.3.8 免疫荧光法检测 YAP/TAZ 复合物核转位：

将各组 BEAS-2B 细胞接种到 6 孔板（1×105/ 孔）

中，抗体孵育前干预方法同 1.3.7，加入 YAP/TAZ
一抗（1∶500），4℃孵育过夜。次日加入山羊抗

兔 IgG 抗体，室温孵育 45 min。使用 DAPI（2 mg/
ml）进行核染色并封片，使用荧光显微镜观察并拍

照。每组细胞计数 10 个视野（×200），每个视野

下计数核转位阳性细胞（红、蓝色重合细胞核）。

YAP/TAZ 复合物核转位率（%）= 核转位阳性细胞

数 / 细胞核总数 ×100%，取平均值。

1.3.9  Western blot 检测 NIP 新生儿外周血 PBMC
中 VDR，TGF-β/YAP/TAZ 通 路 和 BEAS-2B 细 胞

中促炎因子相关蛋白表达∶按照之前的文献方法

对 NIP 新 生 儿 外 周 血 PBMC 细 胞 和 BEAS-2B 细

胞进行细胞核 / 质分离 [8]。RIPA 放射免疫沉淀法

（RIPA）裂解缓冲液提取总蛋白，采用二喹啉甲

酸测定 BCA 法检测蛋白浓度。将 50 μg 蛋白通过

12g/dl 的十二烷基硫酸钠 - 聚丙烯酰胺凝胶电泳上

样缓冲液行电泳（SDS-PAGE）分离。湿转至聚偏

二氟乙烯膜上。室温下，将膜放入 5g/dl 脱脂牛奶

中封闭 1 h，4℃下用抗 VDR（1∶1 000），TGF-β
（1∶200），n-YAP（1∶1 000），n-TAZ（1∶500），

IL-2（1∶1 000），IFN-γ（1∶1 000），TNFα（1∶ 
1 000），IL-1β（1∶1 000）和 β-actin（1∶10 000） 
一抗孵育过夜。次日，加入山羊抗兔 IgG（DyLight® 

488)（1∶1 000）二抗，室温下孵育 1 h。再次洗膜

后利用化学发光法（ECL）试剂盒并用胶片显影，

Image J 软件分析蛋白灰度值，所有目的蛋白以

β-actin 作为内参。

1.4 统计学分析 所有实验数据均以均数 ± 标准

差（x±s）表示，并利用 SPSS 26.0 软件进行统计

学分析。单因素方差分析三组及三组以上数据的统

计学差异，其中两两比较采用 LSD-t 检验。所有实

验均重复三次，取其均值为最终结果。P<0.05 为差

异具有统计学意义。

2 结果

2.1 三组新生儿血清 25-OH-VD 和炎症相关指标水

平比较 见表 1。与对照组相比，轻症组和重症组新

生儿血清中炎症指标 IL-2，IFN-γ，TNF-α 和 IL-1β

的水平随病情加重而逐渐升高，25-OH-VD 含量逐渐

降低，差异具有统计学意义（均 P<0.001）。

表 1   三组新生儿血清 25-OH-VD 和炎性因子水平比较（x±s，μg/L）

项目 对照组（n=60） 轻症组（n=34） 重症组（n=31） F 值 P 值

25-OH-VD 16.76±1.02 12.57±2.21 7.85±2.03 39.672 <0.001

IL-2 1.05±0.12 1.91±0.18 2.63±0.27 26.314 <0.001

IFN-γ 1.03±0.07 1.73±0.13 2.18±0.19 24.743 <0.001

TNF-α 0.97±0.04 1.79±0.08 2.38±0.13 31.234 <0.001

IL-1β 0.96±0.02 2.18±0.07 2.59±0.11 36.652 <0.001

2.2 三组新生儿外周血 PBMC 中 VDR 和 TGF-β/
YAP/TAZ 通路相关蛋白表达比较 见表 2。Western 
blot 结果显示，与对照组比较，轻症组和重症组新

生儿外周血 PBMC 中 TGF-β，n-YAP 和 n-TAZ 蛋

白表达水平逐渐上调，而 VDR 的表达逐渐下调 ,
差异具有统计学意义（均 P<0.001）。

2.3 各组肺上皮细胞活力比较 见表 3。CCK-8 结

果显示，与 Control 组相比，LPS 组细胞存活率在

12，24 和 48h 时 均 显 著 降 低（t=10.342，26.562，

37.821），LPS+VD 组 细 胞 存 活 率 在 12，24 和

48h 时 均 较 LPS 组 明 显 升 高（t=7.263，19.892，

23.145），差异具有统计学意义（均 P<0.01）。
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2.4 各组肺上皮细胞 CYP27B1 和 VDR mRNA 表

达比较 见 表 4。qRT-PCR 结 果 显 示， 与 LPS 组

相 比，LPS+VD 组 细 胞 CYP27B1 和 VDRmRNA
表达显著升高，差异具有统计学意义（t=27.872，

26.982，均 P<0.001）；而 Control 组和 LPS 组两组

间 CYP27B1 和 VDRmRNA 表达差异无统计学意义

（t=0.872，0.786，均 P>0.05）。

2.5 各组肺上皮细胞 YAP 阳性细胞核数量比较 免

疫细胞化学结果显示，与 Control 组相比，LPS 组细

胞核 n-YAP 阳性核数（47.35±3.47 vs 12.46±0.34）明

显升高（t=46.362），与 LPS 组比较，LPS+VD 组细

胞核 n-YAP 阳性核数（24.41±3.23）降低（t=14.762），

差异具有统计学意义（均 P<0.001）。
表 2   外周血 PBMC 中 VDR 和 TGF-β/YAP/

       TAZ 通路相关蛋白表达比较（x±s）

项目
对照组

（n=60）
轻症组

（n=34）
重症组

（n=31）
F 值 P 值

VDR 1.03±0.08 0.73±0.09 0.51±0.06 18.983 <0.001

TGF-β 1.02±0.04 1.67±0.21 2.43±0.42 34.723 <0.001

n-YAP 0.99±0.02 2.08±0.11 4.23±0.37 53.245 <0.001

n-TAZ 1.03±0.05 2.47±0.42 4.21±0.58 56.782 <0.001

表 3   各组 BEAS-2B 肺上皮细胞活力比较（x±s，%）

时间（h） Control 组 LPS 组 LPS+VD 组 F 值 P 值

0 100.03±1.14 99.78±0.72 100.01±0.98 1.225 0.288

6 107.86±2.31 88.23±0.68 90.65±0.57 2.873 0.142

12 116.72±2.14 76.23±0.73 85.23±0.36 6.672 0.015

24 125.76±1.67 57.23±0.94 79.82±0.63 29.303 <0.001

48 138.56±1.35 41.23±0.56 76.28±0.72 56.314 <0.001

表 4   各组 BEAS-2B 肺上皮细胞 CYP27B1 和 VDR mRNA 表达比较（x±s）

项目 Control 组 LPS 组 LPS+VD 组 F 值 P 值

CYP27B1 1.03±0.02 1.05±0.03 4.42±0.14 67.342 <0.001

VDR 1.01±0.04 0.98±0.06 5.13±0.56 56.234 <0.001

2.6 各组肺上皮细胞 YAP/TAZ 复合物核转位率

比 较 见 图 1。 免 疫 荧 光 结 果 显 示， 与 Control
组 相 比，LPS 组 细 胞 YAP/TAZ 复 合 物 核 转 位 率

（2.56%±0.32% vs 1.01%±0.06%） 显 著 升 高

（t=26.921）； 与 LPS 组 比 较，LPS+VD 组 细 胞

YAP/TAZ 复 合 物 核 转 位 率（1.47%±0.26%） 明

显 降 低（t=13.623）， 差 异 具 有 统 计 学 意 义（ 均

P<0.001）。

图 1 免疫荧光检测各组 BEAS-2B 人肺上皮细胞 YAP/TAZ 复合物核转位率

2.7 各组肺上皮细胞促炎因子蛋白表达比较 见

表 5。Western blot 结果显示，与 Control 组相比，

LPS 组 IL-2，IFN-γ，TNF-α 和 IL-1β 的 蛋 白

表 达 水 平 大 幅 上 调（t=28.341，26.713，31.235，

47.823）；与 LPS 组比较，LPS+VD 组细胞 IL-2，

IFN-γ，TNF-α 和 IL-1β 蛋 白 水 平 明 显 降 低

（t=18.273，25.314，27.873，22.134），差异具有

统计学意义（均 P<0.001）。
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表 5      各组 BEAS-2B 肺上皮细胞促炎因子蛋白

                  表达比较（x±s，μg/L）

项目 Control 组 LPS 组 LPS+VD 组 F 值 P 值

IL-2 1.03±0.08 2.03±0.09 1.21±0.06 26.371 <0.001

IFN-γ 1.02±0.04 2.07±0.21 1.13±0.42 31.892 <0.001

TNFα 0.99±0.02 2.18±0.11 1.03±0.37 38.213 <0.001

IL-1β 1.03±0.05 3.17±0.42 1.61±0.58 57.813 <0.001

3 讨论

NIP 是新生儿期最常见的严重呼吸系统传染性

疾病。由于新生儿呼吸系统发育不足，肺脏呼吸调

控能力不佳，故而该病的发病率和死亡率较高 [9]。

由于临床治疗方法有限，当前常规治疗以抗感染为

主，可在一定程度上改善患儿症状，但效果并不十

分理想，且对患儿免疫功能并无明显改善作用 [10]。

因此，需要新的治疗策略来抑制 NIP 的发展。

天然化合物具有显著的抗菌功能，这一点已得

到充分证实。VD 作为一种来源于胆固醇的类固醇

激素，在血液循环中多以半衰期较长且稳定的前

体 25-OH-VD 形式存在，是人类生长发育的关键

性营养元素 [11]。研究报道表明，VD 不但可有效维

持血循环中的钙磷平衡并防治骨质疏松，亦可在调

控宿主防御、免疫和炎症之间平衡中发挥至关重要

的作用 [12]。迄今为止，VD 已被广泛应用于类风湿

性关节炎及系统性红斑狼疮等多种免疫性疾病和慢

性气道炎症等多器官炎症损伤中的辅助治疗。新生

儿时期免疫系统发育不全使新生儿对肺部感染易

感，前期临床研究显示，社区获得性肺炎患儿血清

25-OH-VD 水平明显低于正常对照组，提示 VD 水

平与新生儿患感染性肺炎的风险呈负相关 [13]。此外，

WAIDEN 等 [14] 发现孕期 VD 缺乏可增加其子代呼

吸道感染风险，妊娠期接受 VD 补充饮食可通过减

轻新生小鼠肺组织炎症并改善发育中的气道重塑来

影响子代肺健康。本研究同样发现，NIP 病情程度

与血清 25-OH-VD 水平呈负相关，病情越重，VD
缺乏率和炎症因子表达量越高，这些结果与雷玉琳

等 [15] 的研究一致。提示血清 VD 水平对于早期诊

断 NIP 病情程度可能具有重要临床指导意义。

除了早期诊断意义，VD 还被用于调节肺部炎

症和对固有免疫防御反应的影响。感染性肺炎是由

细菌、病毒或真菌感染引起的一种常见肺部疾病，

肺炎的严重程度与患者的抵抗能力和组织恢复机制

有关。研究发现，SARS-CoV-2 感染性肺炎可归因

于 VD 不足，尽早补充 VD 能够在一定程度上预防

感染 [16]。周伟等 [17] 发现，血清 25-OH-VD 低水平

可显著增加新生儿肺炎，新生儿呼吸窘迫综合征和

支气管肺发育不良的发生率。鉴于此，本研究进一

步探讨了 VD 是否对 NIP 具有保护作用。LPS 是革

兰氏阴性细菌产生的一种内毒素，也是诱发肺炎相

关炎症的危险因素之一。本研究使用 LPS 诱导的人

肺上皮细胞系 BEAS-2B 来模拟感染性肺炎的细胞

模型，并探讨了 25-OH-VD 对该模型的作用机制。

结果发现，VD 处理对细胞活力具有显著改善作用，

并上调 CYP27B1 和 VDR 表达水平，提示 VD 对于

肺脏结构和功能可能具有保护作用。

TGF-β 是肺脏和其他器官免疫反应和纤维化

的重要驱动因素，其激活会破坏宿主防御系统，导

致细菌感染加重 [10]。最近 LO SARDO 等 [18] 研究证

实，肺上皮细胞对 TGF-β 的反应性依赖于 Hippo
通路下游效应物，即转录辅助效应因子 YAP 和

TAZ。YAP 和 TAZ 的活性主要受其亚细胞定位的

调控，健康组织中无活性的 YAP 和 TAZ 主要定位

于细胞质。相反，在炎症浸润和纤维化的组织中，

活化的 YAP 和 TAZ 则优先转位于细胞核，通过激

活 TGF-β 依赖性机制促进坏死信号传导 [18]。研究

发现，长期 VD 缺乏会促进小鼠肾脏纤维化和功

能损伤，外源性激活 VDR 能够通过抑制 TGF-β-
SMAD 信号转导改善肾损伤 [19]。本研究结果同样

发现，在 NIP 患儿血清中 TGF-β，n-YAP 和 n-TAZ
蛋白表达水平随病情严重程度逐渐上调，而 VDR
的表达水平逐渐下调。这些研究结果共同确定了

YAP 和 TAZ 是 NIP 肺损伤的关键驱动因素。但这

些促炎转录辅助因子在器官损伤后是如何被激活，

本研究在细胞水平进一步探索此问题。结果发现，

25-OH-VD 可能是调控 YAP/TAZ 信号通路的重要

上游分子，它不仅可以直接上调 VDR 的表达水平，

抑制 TGF-β 表达，阻断 YAP/TAZ 复合体核转位，

还可以降低下游促炎指标的表达，这些发现与既往

研究的结果一致 [20]。本研究也有不足之处，未进行

NIP 患儿不同程度病情的血清 VD 水平与临床症状

或指标的独立相关性分析，这对于阐述血清 VD 水

平在 NIP 临床诊断中的确切指导作用非常重要。

综上所述，血清 25-OH-VD 水平与 NIP 严重程 
度相关，外源性补充 25-OH-VD 可通过抑制 TGF-β 
介导的 YAP/TAZ 核转位机制发挥抗炎作用，为预

防和诊断 VD 缺乏引起的 NIP 提供了一种新方法。
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