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组蛋白乙酰化修饰在哮喘小鼠气道内
黏蛋白5AC表达中的作用研究*

潘珍珍1，徐诗尧1，张健2，王倩1，项红霞1，李羚1

（无锡市儿童医院 1.呼吸科，2.检验科，江苏 无锡 214023）

摘要：目的 探讨哮喘小鼠体内组蛋白乙酰基转移酶（HAT）活性对气道内黏蛋白5AC（MUC5AC）表达的

重要性。方法 复制哮喘小鼠模型，行外周血常规分析，肺泡灌洗液常规瑞氏染色并计数，肺组织HE染色，免

疫组织化学法检测肺组织内MUC5AC蛋白表达，酶联免疫吸附试验（ELISA）测定HAT、组蛋白去乙酰基酶

（HDAC）活性、MUC5AC水平，进行统计学分析。结果 哮喘组小鼠外周血嗜酸性粒细胞计数（EOS）较曲古抑

菌素A（TSA）治疗组、对照组均升高（P <0.05）；哮喘组肺泡灌洗液总细胞计数及EOS均较TSA治疗组、对照

组升高（P <0.05）；TSA治疗组与哮喘组比较，可同时降低小鼠体内HAT、HDAC活性，差异有统计学意义

（P <0.05），但以HAT为主；TSA治疗组MUC5AC水平较哮喘组降低（P <0.05）；肺组织HE染色可见哮喘组

小鼠气道炎症细胞增多，而TSA治疗后明显改善；免疫组织化学结果示，TSA治疗组较哮喘组能明显减少

MUC5AC蛋白含量（P <0.05）。结论 组蛋白乙酰化修饰在哮喘小鼠气道黏液分泌中起重要的调控作用。

关键词：哮喘 ；组蛋白乙酰化修饰 ；黏蛋白5AC

中图分类号：R725.6 文献标识码：A

Role of histone acetylation in expression of mucin 5AC in
airway of asthmatic mice*

Zhen-zhen Pan1, Shi-yao Xu1, Jian Zhang2, Qian Wang1, Hong-xia Xiang1, Ling Li1

(1. Department of Respiratory, 2. Department of Laboratory, Wuxi Children's Hospital,

Wuxi, Jiangsu 214023, China)

Abstract: Objective To investigate the importance of histone acetyltransferase (HAT) activity on the

expression of mucin 5AC (MUC5AC) in the airways of asthmatic mice. Methods A mouse model of asthma was

constructed. Peripheral blood was routinely analyzed, alveolar lavage fluid was routinely stained and counted, HE

staining was performed in the lung tissue, and MUC5AC protein expression in lung tissue was detected by

immunohistochemistry. ELISA was used to determine HAT, histone deacetylase (HDAC) activity, and MUC5AC

level. Then statistical analyses were performed. Results Peripheral blood eosinophil count (EOS) in asthma group

was higher than that of trichostatin A (TSA) treatment group and control group (P < 0.05). Total cells and EOS of

alveolar lavage fluid in asthma group were higher than those of TSA treatment group and control group (P < 0.05).

TSA treatment and asthma group can simultaneously reduce the activity of HAT and HDAC in mice (P < 0.05), but

mainly HAT. MUC5AC levels in the TSA treatment group were lower than those in the asthma group (P < 0.05). HE

staining of lung tissue showed that inflammatory cells in the tract of asthmatic group increased, but significantly

improved after TSA treatment. Immunohistochemical results showed that the TSA treatment group can significantly

reduce the MUC5AC protein content compared with the asthma group (P < 0.05). Conclusion Histone acetylation
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plays an important role in the regulation of airway mucus secretion in asthmatic mice.

Keywords: asthma; histone acetylation modification; mucin 5AC

支气管哮喘（以下简称哮喘）是儿童常见的一

种慢性气道变应性疾病。有研究表明表观遗传修

饰在环境和遗传因素之间起重要作用，其中与哮

喘发病机制密切相关的是组蛋白乙酰化修饰[1]。这

个可逆性过程分别由组蛋白乙酰基转移酶（histone

acetyltransferase, HAT）和组蛋白去乙酰基酶（histone

deacetylases, HDAC）介导[1]。

MUC5AC是一种主要的黏蛋白基因，在正常气

道中有表达，且在哮喘和慢性阻塞性肺疾病患者气

道中的表达升高。虽然气道黏蛋白分泌是气道防御

的重要组成部分，但过多分泌也是气道阻塞的重要

原因之一。曲古抑菌素A（Trichostatin A, TSA）作为

HDAC的抑制剂，在本课题组前期研究中发现对哮

喘小鼠具有治疗作用，与既往研究结果类似[2-4]。具

体机制与其可使T细胞高度乙酰化，Th1/Th2比值降

低有关。亦有实验证实不同浓度的 TSA 可影响

MUC5AC 的表达[5]，本课题组前期实验亦证实人

MUC5AC基因的核心启动子区域位于-935 bp至+48 bp

处，且P 300可以下调MUC5AC基因的表达[6]，说明

HAT活性与MUC5AC基因的转录调控密切相关。本

文通过动物实验，进一步证实组蛋白乙酰化修饰

在哮喘小鼠MUC5AC表达中的重要作用。

1 材料与方法

1.1 复制哮喘小鼠模型

雄性、SPF级、6～8周龄BALB/c小鼠40只，平

均体重为（20±2）g，无卵蛋白饮食。首日致敏予腹

腔内注射10%卵蛋白和10%氢氧化铝混合液1 ml，

第7天重复1次以加强致敏；2周后将小鼠置于自制

透明雾化吸入箱（20 cm×30 cm×40 cm），予1% OVA

雾化吸入（雾化颗粒直径3～5 μm），1次/d，30 min/次，

连续2周。

1.2 TSA干预

末次激发后将哮喘小鼠随机分为3组，哮喘组

（13只）、TSA治疗组（13只）和对照组（14只），哮喘组及

对照组小鼠尾静脉注射生理盐水0.2 ml（1.0 mg/kg），

TSA治疗组小鼠尾静脉注射TSA 0.2 ml（1.0 mg/kg）。

1.3 眼眶后静脉丛采血

TSA干预小鼠48 h后经腹腔注射100 g/L乌拉坦

0.5 ml 麻醉，眼眶后静脉丛采血后EDTA抗凝管保

存 ， 全 血 上 机 检 测 血 常 规 [ 包 括 白 细 胞 计 数

（WBC）、 中 性 粒 细 胞 计 数（NE）、 血 小 板 计 数

（PLT）及嗜酸性粒细胞计数（EOS）]，血清用作酶联

免疫吸附试验（ELISA）检测 MUC5AC 水平（试剂盒

购自英国Abcam公司）。

1.4 肺组织标本采集及肺泡灌洗液收集

固定小鼠，暴露胸腔，切除左肺迅速放入-80℃

冰箱用作HAT活性分析，再用一钝头注射器插入气

管，轻柔注入生理盐水0.3 ml后回抽，共3次，回

收液即肺泡灌洗液（BALF）。再注入40 g/L多聚甲醛

0.3 ml使右肺充盈，结扎气管后切除右肺浸入4%多

聚甲醛中固定，用于脱水、石蜡包埋固定和切片，

进行肺组织苏木精-伊红（HE）染色及免疫组织化学

染色检测。

1.5 肺组织HE染色

中性甲醛固定组织脱水后予二甲苯透明，用石

蜡包埋切片，脱蜡至水，行肺组织HE染色，中性树

胶封固，光学显微镜下观察小鼠肺组织病理学变化。

1.6 BALF计数

按常规瑞特染色进行，通过显微镜观察至少

200个细胞，确定不同细胞数目。

1.7 免疫组织化学法检测肺组织内MUC5AC蛋白

表达

采用过氧化物酶标记的链酶卵白素（SP）染色，

即切片经常规脱蜡、梯度水化后，用3%过氧化氢

孵育10 min灭活内源性过氧化物酶，枸橼酸盐缓冲

液微波修复抗原10 min，正常山羊血清封闭，滴加

1∶100 的小鼠抗 MUC5AC 单克隆抗体 4℃过夜，滴

加速用型生物素化二抗工作液，DAB 显色，苏木

精对比染色、脱水、透明、中性树胶封固。用常

规抗体稀释液0.01 MPBS代替小鼠抗MUC5AC单克

隆抗体作为阴性对照；在高倍视野下，细胞质呈

棕黄色着染为阳性细胞。蛋白表达强度用高清晰

度彩色图像分析系统测定 5 个视野的光密度（OD）

值，取其平均值表示。
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1.8 HAT和HDAC活性测定

取出小鼠左肺，采用 Ficoll-Hypaque 密度分

离法分离单个核细胞，后提取核蛋白，酶联免

疫荧光法检测HAT及HDAC活性，试剂盒购自美

国Bio Vision公司。

1.9 统计学方法

数据分析采用 SPSS 19.0 统计软件。计量资料

以均数±标准差（x±s）或中位数和四分位数[M

（P25，P75）]表示，比较用方差分析或 H 检验；进一

步两两比较用LSD-t检验或 χ2检验。P <0.05为差异

有统计学意义。

2 结果

2.1 验证模型是否复制成功

哮喘模型的复制参考既往已发表的研究[7]，通

过症状和肺组织病理验证哮喘小鼠模型复制成功。

2.1.1 症状 小鼠在致敏期间无任何阳性表现，

首次激发期间小鼠即出现焦躁不安、呼吸急促等

阳性反应，但并不明显，之后每次激发期间小鼠

均表现出焦躁不安。

2.1.2 肺组织病理检查结果 哮喘组小鼠肺组织HE

染色可见气道周围水肿，炎症细胞浸润（见图1）。

2.2 3组外周血常规比较

3组小鼠的外周血嗜酸性粒细胞计数（EOS）比

较，差异有统计学意义（P <0.05），进一步两两比较

后可见哮喘组小鼠外周血EOS较 TSA治疗组、对照

组升高（P <0.05），TSA治疗组与对照组比较，差异无

统计学意义（P >0.05）。而3组小鼠外周血白细胞计

数（WBC）、中性粒细胞计数（NE）及血小板计数

（PLT）比较，差异无统计学意义（P >0.05）。见表1。

2.3 3组 BALF及 EOS计数的比较

3 组小鼠 BALF 及 EOS 计数差异均有统计学意

义（P <0.05）。进一步两两比较，哮喘组 BALF 和

EOS计数较TSA治疗组及对照组升高（P <0.05），而

TSA治疗组与对照组比较，差异无统计学意义（P >

0.05）。见表2。

2.4 3组小鼠HAT及HDAC活性比较

3 组小鼠的 HAT 和 HDAC 活性比较，差异均有

统计学意义（P <0.05）。进一步两两比较，TSA治疗

组、对照组小鼠HAT、HDAC活性较哮喘组降低（P <

0.05），而TSA治疗组与对照组HAT、HDAC活性比较，

差异无统计学意义（P >0.05）。新定义的变量HDAC/

HAT为两者间的比值，3组比较，差异有统计学意

义（P <0.05），进一步两两比较，TSA治疗组、对照组

HDAC/HAT比值较哮喘组升高（P <0.05）。见表3。

哮喘组 对照组

哮喘组可见气道周围水肿，炎症细胞增多。

图1 肺组织病理改变 （HE染色×400）

表1 3组外周血常规比较 [×109，M(P25，P75)]

组别

哮喘组

TSA治疗组

对照组

H 值

P 值

n

13

13

14

WBC

5.13（3.13，6.02)

4.21（2.89，5.77)

4.06（2.54，5.89)

5.813

0.055

NE

0.50（0.46，0.58）

0,49（0.38，0.60）

0.40（0.32，0.58）

2.101

0.350

EOS

0.28（0.14，0.34）①

0.02（0.01，0.032）②

0.00（0.00，0.00）

9.511

0.009

PLT

124.22（102.83，130.24）

135.52（100.37，145.72）

140.04（118.40，150.27）

5.013

0.079

注 ：①与对照组比较，P <0.05；②与哮喘组比较，P <0.05。

表2 3组BALF及EOS计数比较 （×105，x±s）

组别

哮喘组

TSA治疗组

对照组

F 值

P 值

n

13

13

14

BALF

3.03±0.29①

1.58±1.03②

1.02±0.39

9.602

0.008

EOS

1.23±0.78①

0.85±0.16②

0.64±0.82

8.192

0.012

注 ：①与对照组比较，P <0.05；②与哮喘组比较，P <0.05。
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2.5 3组小鼠血清MUC5AC表达水平比较

3组小鼠血清MUC5AC表达水平比较，差异有

统计学意义（F =10.037，P =0.008）。进一步两两比

较，TSA治疗组MUC5AC表达水平（0.38±0.072）、对

照组小鼠MUC5AC表达水平（0.29±0.130）均较哮喘

组（0.74±0.015）低，而 TSA 治疗组与对照组比较，

差异无统计学意义（P >0.05）。

2.6 肺组织病理改变及免疫组织化学

2.6.1 肺组织HE染色及气道AB-PAS染色 肺组

织HE染色可见哮喘组小鼠气道周围水肿，炎症细

胞增多，而TSA治疗后明显改善，但哮喘组的纤毛

损伤不明显。气道AB-PAS染色亦可见哮喘小鼠气

道上皮炎症细胞浸润，TSA治疗后炎症细胞浸润减

少（见图2、3）。。

2.6.2 肺组织免疫组织化学 免疫组织化学结果

示 ， 哮 喘 组 MUC5AC 蛋 白 阳 性 表 达 升 高 ， 而

TSA 治疗 组 MUC5AC 蛋 白 阳 性 表 达 较 哮 喘 组

减 少（ 见 图 4）。 定 量 分 析 可 见 3 组 小 鼠

MUC5AC 抗体免疫组织化学 OD 值差异有统计学

意义（F =11.506，P =0.003）。进一步两两比较，

哮 喘 组 小 鼠 MUC5AC 抗 体 免 疫 组 化 OD 值

（0.675±0.128）较对照组（0.099±0.134）升高（P <

0.05），TSA 治疗组 MUC5AC 抗体免疫组织化学

OD 值（0.184±0.093）较 哮 喘 组 降 低（P <0.05），

TSA 治疗组与对照组比较，差异无统计学意义

（P >0.05）。

表3 3组小鼠HAT和HDAC活性比较 （x±s）

组别

哮喘组

TSA治疗组

对照组

F 值

P 值

n

13

13

14

HAT活性/[RFU/（h·μg）]
0.49±0.25①

0.28±0.18②

0.30±0.24

7.037

0.036

HDAC活性/[RFU/（h·μg）]
0.91±0.09①

0.78±0.03②

0.72±0.17

6.923

0.027

HDAC/HAT

1.86±0.87①

2.79±0.45②

2.40±1.08

6.909

0.024

注 ：①与对照组比较，P <0.05；②与哮喘组比较，P <0.05。

哮喘组 TSA治疗组 对照组

哮喘组可见气道周围水肿，炎症细胞增多；TSA治疗组可见气道周围水肿明显减轻，炎症细胞较哮喘组减少。

图2 3组小鼠肺组织病理改变 （HE染色×400）

哮喘组 TSA治疗组 对照组

哮喘组可见气道上皮炎症细胞浸润；TSA治疗组炎症细胞浸润减少。

图3 3组小鼠气道组织病理改变 （AB-PAS染色×400）
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3 讨论

哮喘是儿童常见的一种气道变应原性慢性炎

症性疾病，其影响到全球> 10%的儿童，其发病机

制目前尚不完全明确，其机制的研究有助于发现

更好、更优的治疗手段。表观遗传学一直是比较

热门话题，在环境和遗传因素之间起到重要作用，

其中与哮喘发病机制密切相关的是组蛋白乙酰化

修饰[1]。所谓组蛋白乙酰化修饰，即修饰多发生在

H3/H4N-末端赖氨酸残基上致局部DNA与组蛋白八

聚体紧密缠绕被解开染色质构象发生改变，调控

基因的转录组蛋白乙酰化通常促进基因的转录，

与炎症基因诱导和细胞增殖有关。这个可逆性过

程分别由HAT和HDAC介导[8]。

本课题前期实验证实在哮喘患儿体内存在

HAT活性的升高及HDAC活性降低，且在哮喘小鼠

体内有同样的改变[9]，已知许多辅激活因子都具有

HAT 活 性 ， 如 环 磷 酸 腺 苷 反 应 元 件 结 合 因 子

（cAMP response element binding protein-binding

protein, CBP）、p300/CBP 相 关 因 子（p300/CBP-

associated factor, PCAF）、腺病毒 E1A 相关蛋白等。

其本身并不能结合 DNA，但通过与序列特异的激

活因子相互作用，被吸引到启动子部位，介导转

录的激活[10-11]。当组蛋白的N末端赖氨酸残基在上

述 刺 激 因 子 和 前 炎 症 转 录 因 子 如 核 因 子 - κB
（nuclear factor-κB, NF-κB）及活化蛋白-1（activated

protein-1, AP-1）等的作用下发生乙酰化，与组蛋白

紧密缠绕的DNA局部被解开，利于与RNA聚合酶

Ⅱ结合，激活转录，从而编码炎症蛋白，促进哮

喘发生。

MUC5AC是一种主要的黏蛋白基因，在正常气

道也有表达，但在哮喘和COPD患者的气道是增加

的[12]。虽然气道黏蛋白分泌是气道防御的重要组成

部分，但过多分泌也是气道阻塞的重要原因之一，

在致死性哮喘患者中，几乎总是与气道黏液过多

分泌引起的阻塞有关[13]。另外，黏液高分泌是哮喘

患者的一个共同症状，特别是哮喘加重期。已证

明黏液产生与患者的FEV1下降有关[14]。这证明黏

液高分泌是哮喘加重的标志之一。目前人MUC5AC

基因启动子的背景比较清晰，许多转录因子可与

之结合并促进其转录，其中 AP-1、SP-1、NF-κB
等转录因子均可与 CBP/p300 发生相互作用[15]。研

究 发 现 地 塞 米 松 可 以 通 过 招 募 HDAC2， 减 少

MUC5AC的表达[16]，另有实验证实不同浓度的TSA

可影响MUC5AC的表达[8]，说明MUC5AC基因的转

录调控可能与乙酰化作用相关，但其中的分子学

调控机制及动物试验的验证除本课题组的研究外

尚未发现此类研究。

本课题组前期分子学实验已证实人MUC5AC基

因的核心启动子区域位于-935 bp 至+48 bp 处，且

P300可以下调MUC5AC基因的表达[6]，说明HAT活

哮喘组 TSA治疗组 对照组

哮喘组小鼠肺组织加MUC5AC单抗后可见棕色染色颗粒；而TSA治疗组棕色染色颗粒明显减少；对照组未见明显棕色染色颗粒。

图4 3组小鼠肺组织MUC5AC蛋白阳性表达 （免疫组织化学染色）

（×100）

（×400）
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性与MUC5AC基因的转录调控密切相关。接下来，

本研究通过动物试验进一步证实组蛋白乙酰化修

饰在哮喘小鼠MUC5AC表达中的重要作用。本研究

发现哮喘组小鼠外周血嗜酸性粒细胞计数较TSA治

疗组、对照组均升高，TSA治疗组与对照组差异无

统计学意义，哮喘组小鼠 BALF 及 EOS 计数均较

TSA治疗组及对照升高，进一步提示TSA对于哮喘

的治疗作用，而TSA主要通过下调嗜酸性粒粒细胞

性炎症来起到治疗哮喘的作用，其可能与 HAT 具

有招募嗜酸性粒细胞作用有关。另肺组织HE染色

可见哮喘组小鼠气道周围水肿，炎症细胞增多，

而TSA治疗后明显改善，以上结果均证实TSA对于

哮喘的治疗作用。TSA作为HDAC的抑制剂，在抑

制HDAC活性的同时却可刺激抗炎因子的合成和表

达，包括细胞因子如 TNF-α、IL-1b、IL-6、IL-

10、IL-12和 IFN-γ等[17-18]，且HDAC抑制剂的效果

可能根据细胞类型而不同。在小鼠哮喘模型中，

致敏期间T细胞扩增和活化发生在胸部淋巴结中，

在过敏原激发后，肺中的T细胞群显著增加，其中

大部分扩增是由于CD4+细胞产生Th2细胞因子，如

IL-4、IL-5 和 IL-13，导致肺嗜酸性粒细胞增多、

黏液分泌过多以及气高反应[19]。因此，控制Th2细

胞因子的产生将改善气道炎症、降低高反应性[20]。

据报道，TSA可减少CD4+T细胞增殖，对IL-2分泌

和CD154表达具有抑制作用[21]，因此可以有效地抑

制体内 T 细胞的活性。另有实验证实 TSA 减少

BALF中 CD4+T细胞数量，以及BALF中代表性Th2

细胞因子（包括 IL-4 和 IL-5）的表达。这些发现均

表明TSA对哮喘炎症反应具有治疗作用[2]。TSA是

公认的 HDAC 抑制剂之一，但在本实验中发现，

TSA治疗组小鼠HAT活性明显降低，说明TSA不仅

抑制HDAC活性，亦可下调HAT活性，与既往研究

相符[22]，但TSA治疗组和对照组的HDAC/HAT比值

较哮喘组明显降低，这样的改变使 TSA 治疗后虽

HAT、HDAC活性均被抑制，但是HDAC活性仍能

发挥主要作用，从而对哮喘起到治疗作用，但具

体机制需要进一步实验证实。ELISA结果显示TSA

治疗可降低哮喘小鼠血清MUC5AC浓度；免疫组织

化学结果示，TSA 治疗组较哮喘组能明显减少

MUC5AC 蛋白含量，TSA 治疗组与对照组无差异，

说明组蛋白乙酰化修饰参与MUC5AC蛋白的表达，

结合前期分子学实验，考虑与HAT活性有关，TSA

在抑制HDAC活性的同时，也抑制HAT活性，从而

使得MUC5AC表达下降，证实组蛋白乙酰化修饰，

尤其是HAT活性在哮喘小鼠MUC5AC表达中起重要

的作用，而TSA对哮喘小鼠气道炎症及黏液分泌方

面起着治疗作用。

综上所述，组蛋白乙酰化修饰在哮喘发病中

的作用日趋重要，但相关机制尚不完全清楚，黏

蛋白作为哮喘患者体内分泌明显增高的一种蛋白，

与哮喘的发病及病情演变密切相关，本课题组在

前期实验中均证实组蛋白乙酰化修饰可能参与黏

蛋白的分泌过程，但是本文仍具有一些局限性，

主要包括以下几点：①因MUC5AC分子量过大，本

研究未成功完成Western blotting；②在本实验过程

中出现肺泡灌洗液回收困难的情况，其中4只小鼠

在肺泡灌洗过程中出现肺泡破裂，3只小鼠回抽肺

泡灌洗液不成功，回收不成功小鼠大多数为哮喘

组，考虑一方面与操作不当有关，另一方面可能

与哮喘小鼠气道炎症肿胀有关；③未对小鼠的肺

功能及气道高反应性进行检测；④本课题仅限于

表型的研究，缺乏机制的研究，经过前期研究，

初步考虑其机制可能与MUC5AC基因启动子出的组

蛋白乙酰化或者相关转录因子发生乙酰化修饰有

关。本课题组将在后期实验中进一步探索 HAT 活

性对MUC5AC表达调控的作用，期望为将来从分子

学角度研究哮喘的发病机制，从而指导分子学层

面的诊疗奠定基础。
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