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BPIFB4对香烟烟雾提取物诱导BEAS-2B细胞中NLRP3介导
的细胞焦亡影响的实验研究

郑爱芳，马 涛，李菲菲，阿衣古杂力 · 阿布都喀迪尔，曹冬冬，刘仲山，李 黎

( 喀什地区第一人民医院呼吸与危重症医学科，新疆喀什 844000)

摘  要：目的  探究BPI折叠家族B成员4（BPIFB4）对香烟烟雾提取物（CSE）诱导的BEAS-2B细胞中NOD样受体热蛋白结

构域相关蛋白3（NLRP3）介导的细胞焦亡的影响。方法 BEAS-2B细胞使用1%、2%、3%浓度的CSE溶液处理24、48、72h，用

于筛选CSE最佳诱导模型。BEAS-2B细胞进行慢病毒感染及NLRP3激动剂尼日利亚菌素钠盐处理，细胞分为对照组、CSE组、

CSE+过表达BPIFB4组（CSE+BPIFB4）、CSE+过表达对照组（CSE+NC），CSE+BPIFB4+尼日利亚菌素钠盐组和CSE+NC+尼日

利亚菌素钠盐组。细胞计数试剂盒8（CCK-8）法检测细胞活力，透射电镜观察细胞超微结构，酶联免疫吸附试验（ELISA）法检

测细胞培养上清液中炎症因子水平，实时荧光定量PCR（qRT-PCR）、蛋白印迹法 (Western blotting)检测细胞BPIFB4及NLRP3
相关蛋白mRNA和蛋白表达。结果 选择3% CSE处理48h作为CSE最佳诱导模型。CSE处理后，与对照组比较，CSE组细

胞活力、BPIFB4表达水平降低，细胞膜孔洞增多，细胞培养上清液白细胞介素（IL）-1β、IL-18水平升高（t=5.232～17.234），
NLRP3、凋亡相关斑点样蛋白（ASC）、半胱氨酸天冬氨酸酶1（Caspase-1）、IL-1β、IL-18 mRNA和蛋白表达、Gasdermin D（GSD-
MD）mRNA和GSDMD-N蛋白表达水平升高（tmRNA=14.498～20.427，t蛋白= 6.245～16.593），差异具有统计学意义（均P<0.05）。

与CSE+NC组比较，过表达BPIFB4后CSE+BPIFB4组细胞活力、BPIFB4表达水平升高，细胞膜孔洞减少，细胞培养上清

液 IL-1β、IL-18水平降低（t=3.827～10.919），NLRP3、ASC、Caspase-1、IL-1β、IL-18 mRNA和蛋白表达及GSDMD mRNA和

GSDMD-N蛋白表达水平降低（tmRNA=8.102～10.362，t蛋白= 8.647～10.947），差异具有统计学意义（均P<0.05）。与CSE+BPIFB4
组比较，尼日利亚菌素钠盐处理后CSE+BPIFB4+尼日利亚菌素钠盐组细胞活力、BPIFB4表达水平降低，细胞膜孔洞增多，

细胞培养上清液 IL-1β、IL-18水平升高（t=3.308～8.930），NLRP3、ASC、Caspase-1、IL-1β、IL-18 mRNA和蛋白表达、GSD-
MD mRNA和GSDMD-N蛋白表达水平升高（tmRNA=5.759～9.413，t蛋白=3.843～15.702），差异具有统计学意义（均P<0.05）。结

论 BPIFB4可通过抑制NLRP3表达改善CSE诱导的BEAS-2B细胞焦亡。
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Experimental Study on the Effect of BPIFB4 on NLRP3 Mediated Pyroptosis 
in BEAS-2B Cells Induced by Cigarette Smoke Extract

ZHENG Aifang, MA Tao, LI Feifei, AYIGUZALI·Abudukadier, CAO Dongdong, LIU Zhongshan, LI Li 
(Department of Respiratory and Critical Care Medicine, the First People’s Hospital of Kashi, Xinjiang Kashi 844000, China)

Abstract: Objective  To explore the effect of BPI fold containing family B member 4 (BPIFB4) on cigarette smoke extract 
(CSE)-induced BPIFB4 pyroptosis mediated by NOD like receptor thermal protein domain associated protein 3 (NLRP3) in BE-
AS-2B cells. Methods BEAS-2B cells were treated with 1%, 2%, 3% (v/v) CSE solutions for 24, 48 and 72h to identify the opti-
mal CSE induction model. BEAS-2B cells were infected with lentivirus and treated with NLRP3 agonist Nigericin sodium salt.
Cells were divided into control group, CSE group, CSE+BPIFB4 overexpression group (CSE+BPIFB4), CSE+control overex-
pression group (CSE+NC), CSE+BPIFB4+Nigericin sodium salt group and CSE+NC+Nigericin sodium salt group. Cell counting 
kit 8 (CCK-8) method was used to detect cell viability. Transmission electron microscopy was used to observe cellular ultrastruc-
ture. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) was used to detect inflammatory cytokine levels in cell culture supernatant. 
Real-time quantitative PCR (qRT-PCR) and Western blotting were used to detect the mRNA and protein levels of BPIFB4 and 
NLRP3 related molecules in cells. Results  3% CSE treatment for 48h was selected as the optimal CSE induction model. Com-
pared with the control group, CSE group exhibited reduced cell viability and expression of BPIFB4, while increased 
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cell membrane pores, interleukin (IL)-1β and IL-18 levels in cell culture supernatant（t=5.232～17.234）, and the mRNA and pro-
tein expression levels of NLRP3, apoptosis associated speck like protein containing CARD (ASC), Cystein containing aspartat 
specific protease 1 (Caspase-1), IL-1β, IL-18 mRNA and protein and Gasdermin D (GSDMD) mRNA and GSDMD-N protein

（tmRNA=14.498～20.427，tprotein=6.245～16.593）, the difference were statistically significant (all P<0.05). Compared with CSE+NC 
group, CSE+BPIFB4 group exhibited increased cell viability and BPIFB4 expression, but decreased cell membrane pores, IL-1β 
and IL-18 levels in cell culture supernatant（t=3.827～10.919）, and the mRNA and protein expression levels of NLRP3, ASC, as-
pase-1, IL-1β, IL-18 and GSDMD mRNA and GSDMD-N protein （tmRNA=8.102～10.362，tprotein=8.647～10.947）, the difference 
were statistically significant (all P<0.05). Compared with CSE+BPIFB4 group, CSE+BPIFB4+Nigericin sodium salt group ex-
hibited decreased cell viability and BPIFB4 expression, but increased cell membrane pores, IL-1β and IL-18 levels in cell cul-
ture supernatant（t=3.308～8.930）, and the mRNA and protein levels of NLRP3, ASC, Caspase-1, IL-1β, IL-18 mRNA and pro-
tein and GSDMD mRNA and GSDMD-N protein were elevated（tmRNA=5.759～9.413，tprotein=3.843～15.702）, the difference were 
statistically significant (t=3.308～15.702, all P<0.05). Conclusions BPIFB4 can improve CSE-induced pyroptosis in BEAS-2B 
cells by inhibiting NLRP3 expression. Conclusion BPIFB4 can improve CSE-induced pyroptosis in BEAS-2B cells by inhibiting 
NLRP3 expression.

Keywords：chronic obstructive pulmonaty disease; BPI fold containing family B member 4; cigatette smoke extract; 
NOD like receptor thermal protein domain associated protein 3; pyroptosis

慢性阻塞性肺疾病（chronic obstructive pulmonary 
disease, COPD）是一种以持续气流受限为特征的肺部

疾病 [1-2]。长期吸烟是COPD的常见病因，香烟烟雾中

的有害物质能够诱导气道重构和肺部炎症 [3]。NOD
样受体热蛋白结构域相关蛋白 3（NOD like receptor 
thermal protein domain associated protein 3, NLRP3）
与细胞焦亡及炎症反应密切相关 [4-5]。诸多研究已证

实 NLRP3 介导的细胞焦亡能够促进肺部炎症，加剧

COPD 进展 [6-7]。BPI 折叠家族 B 成员 4（BPI fold con-
taining family B member 4, BPIFB4）通常参与机体防

御机制 [8]。研究发现 BPIFB4 能够明显减轻炎症性肠

病患者炎症程度 [9]，并抑制急性呼吸系统综合征冠

状病毒 2 型感染细胞对外周血单个核细胞（PBMC）

的炎症反应 [10]。这些研究充分表明 BPIFB4 在调控

炎症方面具有重要价值。此外，本课题组前期研究发

现香烟烟雾提取物（cigarette smoke extract, CSE）能

够诱导 BEAS-2B 细胞中 BPIFB4 mRNA 表达下调，

由此推测 BPIFB4 可能与 COPD 发病密切相关。鉴

于 BPIFB4 与炎症反应的密切关系，本研究拟探究

BPIFB4 对 CSE 诱导的 BEAS-2B 细胞中 NLRP3 介导

的细胞焦亡的影响，以期为 COPD 的治疗提供新的

思路。

1 材料与方法

1.1 研究对象 人正常肺上皮细胞BEAS-2B（货号：

JK-CS0404，上海晶抗生物工程有限公司），接种于含

10g/dl胎牛血清+1g/dl青 /链霉素的Dulbecco’s改良培

养液（Dulbecco’s modification of Eagle’s medium，DMEM）

中，并置于37℃，含5%（v/v）CO2 的培养箱中培养。

1.2 仪器与试剂 雪莲烟（红云红河烟草集团有

限责任公司），DMEM 培养液（武汉普诺赛生命科技

有限公司），NLRP3 激动剂尼日利亚菌素钠盐（美国

TargetMol 公司），CCK-8 试剂盒（上海翌圣生物科技

股份有限公司），过表达 BPIFB4 的慢病毒及对照慢

病毒（上海吉凯生物有限公司），IL-1β、IL-18 酶联免

疫吸附试验（ELISA）试剂盒（上海科艾博生物技术有

限公司）；BPIFB4、NLRP3、凋亡相关斑点样蛋白质

（ASC）、半胱氨酸天冬氨酸酶 1（Caspase-1）、IL-1β、

IL-18、Gasdermin D（GSDMD）引物（上海生工生物工

程有限公司），二喹啉甲酸试剂盒（上海源叶生物科技

有限公司），BPIFB4 抗体（美国 Novus 公司），NLRP3、

ASC、Caspase-1、IL-1β、L-18、GSDMD-N 抗 体（英

国 Abcam 公司），HBS-1101 酶标仪（南京德铁实验设

备有限公司），NanoDrop 微量分光光度计（美国 Ther-
mo 公司），MA-6000 实时荧光定量 PCR 仪（江苏晶创

生物科技有限公司），蛋白电泳仪（美国Bio-Rad公司），

FEI Scios 2 DualBeam 透射电镜（北京欧波同光学技

术有限公司）。

1.3 方法

1.3.1 CSE 溶液的制备：取 2 只香烟（每只含焦油量

11mg、烟气烟碱量 1mg，CO 量 12mg），剪除香烟过滤

嘴，香烟与 50ml 注射器相连接。点燃香烟，借助负压

缓慢抽取烟雾，将烟雾注入到含 10ml DMEM 培养

液的玻璃瓶中，继续抽吸烟雾至 300ml，摇动玻璃瓶

使烟雾充分溶解。调节 CSE 溶液的 pH 值为 7.4，使用

0.22μm 微孔滤膜过滤 CSE 溶液，制备成 CSE 原液。

最后使用 DMEM 培养液将 CSE 原液稀释成 1%、2%、

3%（v/v）的 CSE 溶液备用。

1.3.2 细胞分组和模型制备：收集 BEAS-2B 细胞，分

别 使 用 1%、2%、3%（v/v）的 CSE 溶 液 处 理 24、48、

72h，细胞分为对照组、1%CSE 24h 组、2%CSE 24h
组、3%CSE 24h 组、3%CSE 48h 组、3%CSE 72h 组。

培养结束后收集 BEAS-2B 细胞备用。
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BEAS-2B 细 胞 分 为 对 照 组、CSE 组、CSE+ 过

表达BPIFB4组（CSE+BPIFB4）、CSE+过表达对照组

（CSE+NC）、CSE+过表达BPIFB4+尼日利亚菌素钠

盐组和CSE+过表达对照+尼日利亚菌素钠盐组。将

BEAS-2B细胞接种于6孔板中常规培养（1×106 个 /
孔）。当细胞汇合至80%时收集细胞，将慢病毒溶液

（滴度为1×109TU/ml，感染复数值为20）分别加入到

BEAS-2B细胞中，记作NC组、BPIFB4组。感染48h后，

使用实时荧光定量PCR（qRT-PCR）、蛋白印迹 (Western 
Blot)检测细胞中BPIFB4 mRNA和蛋白表达，以获得

过表达NC及BPIFB4的阳性细胞株。随后，对照组细

胞常规培养，其余各组细胞在相应添加 /（不添加）尼

日利亚菌素钠盐（10μmol/L）[11] 的3%CSE溶液中培养

48h。培养结束后收集BEAS-2B细胞备用。

1.3.3 CCK-8 法检测细胞活力：收集对数生长期的

BEAS-2B 细胞，将其随机接种于 96 孔板中常规培养

（1×103 个 / 孔），设置 3 个复孔。当细胞汇合至 80% 时

给与相应药物处理。处理相应时间后收集细胞，加入

含 10g/dl CCK-8 溶液的 DMEM 培养液孵育 4h。使用

酶标仪检测样品吸光度（A）值，并计算细胞活力。细

胞活力 =（A实验组-A空白组）/（A对照组-A空白组）×100%。

1.3.4 透射电镜观察细胞超微结构：收集各组 BE-
AS-2B 细胞，使用 2.5g/dl 戊二醛进行固定，随后依

次进行梯度乙醇及丙酮脱水，环氧树脂包埋、切片、

干燥，3 g/dl 醋酸铀 - 枸橼酸铅染液染色。在透射电镜 
（20 000×）下观察细胞超微结构。

1.3.5 ELISA 法 检 测 细 胞 培 养 上 清 液 中 炎 症 因 子

水平：收集各组 BEAS-2B 细胞培养上清液，按照

ELISA 检测试剂盒说明检测细胞培养上清液中 IL-
1β、IL-18 水平。

1.3.6 qRT-PCR 检 测 细 胞 BPIFB4 及 NLRP3 相 关 蛋

白 mRNA 的 表 达：收 集 各 组 BEAS-2B 细 胞，使 用

TRIzol 试剂裂解后提取细胞总 RNA。配制反转录体

系并进行 RNA 反转录扩增。配制 PCR 反应体系并进

行 qRT-PCR 扩增。根据荧光信号变化曲线，确定样

本 Ct 值，以 β- 肌动蛋白（β-actin）为内参，计算细胞

中 BPIFB4、NLRP3、ASC、Caspase-1、IL-1β、IL-18、

GSDMD mRNA相对表达水平。PCR引物序列见表1。

表 1 qRT-PCR 引物序列

基因 上游引物 下游引物

BPIFB4 5’-GACGTGAGGACCATGAC-3’ 5’-ATGGAGTGACCAGTGA-3’

NLRP3 5’-GGTGCAGTGAACCGT-3’ 5’-CCAGTGGATGACCCAGT-3’

ASC 5’-ACGGTGCAACCACGTT-3’ 5’-ACCCGTGAGCAGTGAC-3’

Caspase-1 5’-GTGACAGTGAGTGACCA-3’ 5’-GTTGACCCGTGATACA-3’

IL-1β 5’-AGTTGTGACCAGTGAC-3’ 5’-GGTCCGTGCATGATCA-3’

IL-18 5’-CCTGACCAAGTGACATG-3’ 5’-CACATGAACAGTGACA-3’

GSDMD 5’-ATGAGTGACAATGGAC-3’ 5’-TGATGACCAGTGATGAC-3’

1.3.7 Western Blot 检 测 细 胞 BPIFB4 及 NLRP3 相 关

蛋白表达：收集各组BEAS-2B细胞，使用RIPA试剂

裂解后提取细胞总蛋白。配制十二烷基硫酸钠 -聚

丙烯酰胺凝胶（SDS-PAGE），随后进行蛋白电泳，并

转聚偏二氟乙烯（PVDF）膜。将膜放入封闭液中室温

孵育2h，随后与特异性一抗（BPIFB4、NLRP3、ASC、

Caspase-1、IL-1β、IL-18、GSDMD-N）稀 释 1 000 倍，

4℃孵育过夜。洗膜后与辣根过氧化物酶（HRP）标记

二抗，稀释5 000倍，常温孵育2h。使用增强型化学发

光试剂显色，应用 Image J 1.8.0软件进行半定量分析，

以β-actin为内参，计算上述蛋白相对表达水平。

1.4 统计学分析 采用 SPSS 27.0 软件进行统计分

析；Graphpad prism 5.0 软件制图。计量资料以均数±

标准差（x±s）表示，多组间比较采用单因素方差分析，

进一步两两比较采用 LSD-t 检验。P<0.05 为差异具

有统计学意义。

2 结果

2.1 不 同 浓 度 /时 间CSE处 理 对 细 胞 活 力 的 影

响 与对照组（100.00%±9.17%）比较，1%CSE 24h组

（84.14%±5.08%）、2%CSE 24h 组（68.10%±12.29%）、

3%CSE 24h 组（52.53%±10.87%）、3%CSE 48h 组

（32.77%±11.29%）、3%CSE 72h 组（31.07%±12.91%）

细胞活力明显降低，差异具有统计学意义（t=2.620、

3.603、5.781、8.006、7.539，均 P<0.05）。

而 3%CSE 48h 组与 72h 组 BEAS-2B 细胞活力比

较差异无统计学意义（t=0.172，P ＞ 0.05）。因此，后续

选择 3%CSE 处理 48h 作为 CSE 最佳诱导模型。

2.2 过表达BPIFB4对细胞BPIFB4表达及细胞活力

的影响 见表 2。与对照组比较，CSE 组细胞 BPIFB4 
mRNA 和蛋白表达水平及细胞活力明显降低，差异

具有统计学意义（t=5.232、8.833、8.364，均P<0.05）；与

CSE+NC组比较，CSE+BPIFB4组细胞BPIFB4 mRNA
和蛋白表达水平及细胞活力明显升高（t=3.827、9.018、

9.171），CSE+NC+尼日利亚菌素钠盐组细胞BPIFB4 
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mRNA和蛋白表达水平及细胞活力明显降低（t=2.770、

5.939、3.449），差异具有统计学意义（均P<0.05）；与

CSE+BPIFB4组比较，CSE+BPIFB4+尼日利亚菌素钠

盐组细胞BPIFB4 mRNA和蛋白表达水平及细胞活力

明显降低，差异具有统计学意义（t=3.308、8.066、7.101，

均P<0.05）。

表 2 过表达 BPIFB4 对细胞 BPIFB4 mRNA 和蛋白表达及细胞活力的影响（x±s）

项  目 对照组 CSE 组 CSE+NC 组 CSE+BPIFB4 组
CSE+NC+ 尼日利亚

菌素钠盐组
CSE+BPIFB4+ 尼日利亚

菌素钠盐组
F 值 P 值

BPIFB4 mRNA 1.00±0.15 0.50±0.07 0.52±0.08 0.77±0.08 0.35±0.07 0.54±0.09 17.138 ＜ 0.001

蛋白 0.84±0.06 0.33±0.08 0.31±0.06 0.79±0.07 0.08±0.03 0.29±0.07 74.385 ＜ 0.001

细胞活力 (%) 100.00±12.00 36.94±5.14 40.42±4.08 72.82±4.56 27.46±5.07 46.64±4.47 52.597 ＜ 0.001

注：对照组细胞活力已进行标准化处理。

2.3 过表达BPIFB4对细胞超微结构的影响 见

图1。对照组细胞膜结构完整；CSE组、CSE+NC组、

CSE+NC+尼日利亚菌素钠盐组、CSE+BPIFB4+尼日利

亚菌钠盐组细胞膜存在大量孔洞，其中CSE+NC+尼日

利亚菌素钠盐组细胞膜受损最为严重。而CSE+BPIFB4
组细胞膜受损程度较轻，仅存在少量孔洞。

注：箭头指示焦亡孔。

图 1 过表达 BPIFB4 对细胞超微结构的影响（20 000×）

2.4 过 表 达BPIFB4对 细 胞 培 养 上 清 液 IL-1β、

IL-18水平的影响 见表 3。与对照组比较，CSE 组

细胞培养上清液 IL-1β、IL-18 水平明显升高，差异

具有统计学意义（t=17.234、12.923，均 P<0.05）；与

CSE+NC 组 比 较，CSE+BPIFB4 组 细 胞 培 养 上 清

液 IL-1β、IL-18 水 平 明 显 降 低（t=10.919、9.472），

CSE+NC+ 尼日利亚菌素钠盐组细胞培养上清液 IL-
1β、IL-18 水平明显升高（t=6.083、3.914），差异具有

统 计 学 意 义（均 P<0.05）；与 CSE+BPIFB4 组 比 较，

CSE+BPIFB4+ 尼日利亚菌素钠盐组细胞培养上清液

IL-1β、IL-18 水平明显升高，差异具有统计学意义

（t=8.930、5.772，均 P<0.05）。

2.5 过表达BPIFB4对NLRP3介导的细胞焦亡的影

响 见表4。与对照组比较，CSE组细胞NLRP3、ASC、

Caspase-1、IL-1β、IL-18 mRNA和蛋白表达水平及GSD-
MD mRNA和GSDMD-N蛋白表达水平明显升高，差异
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具有统计学意义（tmRNA=20.427、14.793、14.498、14.712、

16.415、16.179，t蛋白=11.555、16.593、15.625、10.063、13.863、

6.245，均P<0.05）；与CSE+NC组比较，CSE+BPIFB4组

细胞NLRP3、ASC、Caspase-1、IL-1β、IL-18 mRNA和蛋

白表达水平、GSDMD mRNA和GSDMD-N蛋白表达

水平明显降低（tmRNA=9.848、10.187、8.102、10.362、8.794、 
10.216，t蛋白=10.024、15.123、10.938、8.787、10.947、8.647），CSE  
+NC+尼日利亚菌素钠盐组细胞NLRP3、ASC、Caspase-1、 
IL-1β、IL-18 mRNA和蛋白表达水平及GSDMD mRNA

和GSDMD-N蛋白表达水平明显升高（tmRNA=5.013、9.137、

6.242、4.694、7.638、7.125，t蛋白=6.180、4.203、2.680、2.640、

2.754、10.082），差异具有统计学意义（均P<0.05）；与CSE+ 
BPIFB4组比较，CSE+BPIFB4+尼日利亚菌素钠盐组细

胞NLRP3、ASC、Caspase-1、IL-1β、IL-18 mRNA和蛋白

表达水平及GSDMD mRNA和GSDMD-N蛋白表达水

平明显升高，差异具有统计学意义（tmRNA=7.151、5.759、

8.051、8.827、6.168、9.413，t蛋白=8.714、15.702、8.415、6.245、

8.614、3.843，均P<0.05）。

表 3 过表达 BPIFB4 对细胞培养上清液 IL-1β、IL-18 水平的影响（x±s）

项目 对照组 CSE 组 CSE+NC 组 CSE+BPIFB4 组
CSE+NC+ 尼日利亚 

菌素钠盐组
CSE+BPIFB4+ 尼日利 

亚菌素钠盐组
F 值 P 值

IL-1β(ng/L) 32.36±4.36 163.24±12.41 158.63±13.54 65.32±5.98 231.25±15.63 143.62±13.96 152.574 ＜ 0.001
IL-18(ng/L) 46.66±5.67 156.18±12.21 166.32±15.74 72.14±6.99 221.63±18.74 126.84±14.85 93.455 ＜ 0.001

表 4 过表达 BPIFB4 对 NLRP3 介导的细胞焦亡的影响（x±s）

项目 对照组 CSE 组 CSE+NC 组 CSE+BPIFB4 组
CSE+NC+ 尼日利 

亚菌素钠盐组
CSE+BPIFB4+ 尼日 

利亚菌素钠盐组
F 值 P 值

NLRP3 mRNA 1.00±0.10 3.85±0.22 3.96±0.24 2.32±0.16 5.36±0.42 3.41±0.21 132.454 ＜ 0.001
蛋白 0.25±0.03 0.82±0.08 0.89±0.09 0.32±0.04 1.37±0.10 0.77±0.08 116.917 ＜ 0.001

ASC mRNA 1.00±0.12 4.16±0.35 4.10±0.34 1.89±0.16 6.79±0.38 3.05±0.31 181.270 ＜ 0.001
蛋白 0.07±0.02 0.86±0.08 0.80±0.08 0.08±0.02 1.15±0.12 0.74±0.07 128.716 ＜ 0.001

Caspase-1 mRNA 1.00±0.10 3.41±0.27 3.63±0.27 2.03±0.21 5.31±0.38 3.62±0.27 117.773 ＜ 0.001
蛋白 0.13±0.02 1.05±0.10 1.02±0.11 0.30±0.03 1.25±0.10 0.67±0.07 112.253 ＜ 0.001

IL-1β mRNA 1.00±0.11 3.32±0.25 3.12±0.22 1.56±0.14 4.31±0.38 3.11±0.27 95.844 ＜ 0.001
蛋白 0.38±0.04 1.06±0.11 1.03±0.13 0.34±0.04 1.28±0.10 0.60±0.06 65.517 ＜ 0.001

IL-18 mRNA 1.00±0.10 3.64±0.26 3.54±0.28 1.85±0.18 5.84±0.44 3.22±0.34 136.825 ＜ 0.001
蛋白 0.12±0.02 0.78±0.08 0.81±0.08 0.27±0.03 0.96±0.05 0.56±0.05 123.045 ＜ 0.001

GSDMDmRNA 1.00±0.12 3.76±0.27 3.62±0.25 1.93±0.14 5.81±0.47 3.68±0.29 132.130 ＜ 0.001
GSDMD-N 蛋白 0.11±0.02 0.24±0.03 0.30±0.03 0.12±0.02 1.02±0.12 0.20±0.03 126.547 ＜ 0.001

3 讨论

吸烟是 COPD 的首要致病因素，约占所有 COPD
患者的 80% 以上。长期吸烟不仅能够破坏肺组织，还

能加快 COPD 患者肺功能受损进程 [12]。因此，深入

探究影响 COPD 发病的可能因素和潜在干预靶点具

有重要意义。BPIFB4 是一种天然免疫防御蛋白，能

够抑制革兰氏阴性菌生长，并阻止脂多糖介导的免

疫反应 [13]。此外，BPIFB4 能够参与调节免疫细胞功

能和细胞因子表达，从而抑制机体炎症反应 [14]。这

表明 BPIFB4 在维持机体免疫平衡和炎症稳态方面

发挥关键作用。然而，目前尚无研究揭示 BPIFB4 与

COPD 发病的关系。

BEAS-2B 细胞来源于气道上皮，被广泛用于呼

吸系统疾病研究，特别是可吸入物质的毒理学和药

理学效应研究。CSE 刺激 BEAS-2B 细胞能够模拟

COPD 患者气道上皮细胞所处的病理环境，可用于

深入了解 COPD 的相关发病机制。已有大量研究证

实 CSE 能够抑制 BEAS-2B 细胞生长和增殖，并诱

导细胞炎症和氧化应激损伤 [15-16]。这表明 CSE 模拟

的吸烟环境对气道上皮细胞具有显著不良影响，而

气道上皮细胞作为呼吸道抵御外界刺激的第一道防

线，其损伤与功能异常极有可能是 COPD 发病的重

要起始环节。与上述研究一致，本研究同样发现 CSE
诱导后，BEAS-2B 细胞活力降低，IL-1β、IL-18 炎

症因子分泌增多，说明 CSE 能够诱导 BEAS-2B 细

胞损伤和炎症反应。此外，本研究首次发现 CSE 刺

激后，细胞中 BPIFB4 表达水平降低，这一结果暗示

BPIFB4 可能与 COPD 发病相关。而过表达 BPIFB4
后，细胞活力升高，炎症因子分泌减少，说明 BPIFB4
能 够 减 轻 CSE 诱 导 的 BEAS-2B 细 胞 损 伤，这 与

BPIFB4 能够抑制炎症反应这一特性相契合，也为

COPD 发病机制的研究提供了新的方向。

近年来，细胞焦亡在COPD中的作用逐渐显露 [17]。

NLRP3作为细胞焦亡的重要调控因子，在CSE诱导

的BEAS-2B细胞损伤中起到关键作用 [18]。当BEAS-2B
细胞受损时，NLRP3通路被激活，细胞炎症和焦亡发
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生，细胞表现为肿胀、细胞膜破裂及大量炎症因子释

放 [19]。而抑制NLRP3-GSDMD途径的激活能够显著减

轻CSE诱导的细胞焦亡 [20-21]。上述结果暗示NLRP3介

导的细胞焦亡在COPD发病中具有推动作用。与上述

研究一致，本研究同样发现CSE诱导后，BEAS-2B细

胞出现典型的焦亡特征，如细胞膜出现大量孔洞，细

胞中NLRP3、ASC、Caspase-1、IL-1β、IL-18 mRNA和

蛋白表达水平、GSDMD mRNA和GSDMD-N蛋白表

达水平升高等，证实了CSE能够诱导BEAS-2B细胞焦

亡。此外，本研究首次发现过表达BPIFB4后，细胞膜

受损程度减轻，NLRP3途径相关蛋白表达水平降低，

说明BPIFB4能够抑制NLRP3介导的BEAS-2B细胞焦

亡。而NLRP3激动剂尼日利亚菌素钠盐能够抑制过表

达BPIFB4对CSE诱导的细胞焦亡的改善作用，证实了

BPIFB4与NLRP3介导的细胞焦亡的调控关系，这一结

果不仅揭示了BPIFB4在COPD发病机制中的新作用，

也为COPD的治疗提供了新的靶点。见图2。

图 2 BPIFB4 对 CSE 诱导的 BEAS-2B 细胞中 NLRP3 介
导的细胞焦亡的影响

综上所述，BPIFB4 可通过抑制 NLRP3 表达改

善 CSE 诱导的 BEAS-2B 细胞焦亡，这一发现为理

解吸烟诱导的呼吸道细胞损伤提供了新的视角，也

为 COPD 的治疗提供了新的策略。但本研究对于

BPIFB4 抑制 NLRP3 表达的相关机制未做深入探讨，

为本文的不足之处，故今后将继续探究 BPIFB4 调控

NLRP3 表达的具体机制，以期为 BPIFB4 的临床应

用提供更有力的支持。
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