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摘要　目的　研究胱天蛋白酶募集域蛋白９（Ｃａｒｄ９）在烟曲霉性角膜炎中的作用，以及 Ｃａｒｄ９缺乏对巨噬细胞抵御真菌感染
的影响。方法　① 选择６～８周的Ｃ５７ＢＬ／７小鼠，分别用Ｃａｒｄ９ｓｉＲＮＡ和ＢｌａｎｋｓｉＲＮＡ进行预处理，通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和ＲＴ
ＰＣＲ检测各组Ｃａｒｄ９的表达；ｓｉＲＮＡ预处理７２ｈ后刮去角膜上皮，注射烟曲霉孢子悬液，在感染后第１、３、５、７天记录角膜评
分，通过ＲＴＰＣＲ、免疫组化检测法（ＩＨＣ）检测各组Ｃａｒｄ９、核因子κＢ（ＮＦκＢ）、白细胞介素１β（ＩＬ１β）、ＩＬ６、肿瘤坏死因子 α
（ＴＮＦα）的表达；② 体外培养人角膜上皮细胞（ＨＣＥＣｓ）、人单核巨噬细胞（ＴＨＰ１细胞），使用ＲＴＰＣＲ检测两种细胞的Ｃａｒｄ９
基因的表达；使用ｓｈＲＮＡ载体对ＴＨＰ１细胞构建稳转细胞系，通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和 ＲＴＰＣＲ检测 Ｃａｒｄ９的表达，诱导成巨噬细
胞，烟曲霉刺激后用ＲＴＰＣＲ检测Ｃａｒｄ９、ＮＦκＢ、ＩＬ１β、ＩＬ６、ＴＮＦα的表达。结果　小鼠烟曲霉性角膜炎中 Ｃａｒｄ９表达增加，
主要分布在免疫细胞的细胞质中；使用Ｃａｒｄ９ｓｉＲＮＡ处理后的小鼠角膜中Ｃａｒｄ９表达明显减少；在抑制Ｃａｒｄ９基因的表达后，
ＩＬ１β、ＩＬ６、ＴＮＦα、ＮＦκＢ的表达明显减少，其中以ＩＬ１β的变化最为显著。体外实验中，ＨＣＥＣｓ中几乎不表达Ｃａｒｄ９，而ＴＨＰ
１细胞中大量表达；诱导后的巨噬细胞在烟曲霉刺激下，Ｃａｒｄ９、ＮＦκＢ、ＩＬ１β、ＩＬ６、ＴＮＦα均显著上调，抑制Ｃａｒｄ９表达后，刺
激后的表达明显减少，以ＩＬ１β的变化最为显著。结论　Ｃａｒｄ９参与烟曲霉性角膜炎的炎症发展及愈合过程，Ｃａｒｄ９缺乏可引
起巨噬细胞功能受损，并抑制炎症因子表达，其中ＩＬ１β的影响最大。
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　　真菌感染在机体抵抗力低下时常反复发作，其
中烟曲霉引起的角膜炎不仅会导致角膜损伤，还会

引发严重的局部和系统性免疫反应［１－２］。深入了解

真菌感染的免疫机制对治疗具有重要意义。真菌细

胞壁上的病原体相关分子模式（ｐａｔｈｏｇｅｎａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｍｏｌｅｃｕｌａｒｐａｔｔｅｒｎｓ，ＰＡＭＰｓ）通过模式识别受体（ｐａｔ
ｔｅｒｎｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，ＰＲＲｓ）被识别，Ｃ型凝集素
受体（Ｃｔｙｐｅｌｅｃｔｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，ＣＬＲ）作为 ＰＲＲｓ中的
一种，主要在抗原提呈细胞中表达，能与病原体的聚

糖结构结合，对真菌识别至关重要［３－４］。Ｃａｒｄ９是
ＣＬＲ信号通路中的重要衔接蛋白，不仅参与激活
ＮＦκＢ通路，还促进炎性小体活化 ＩＬ１β的生成［５］。

Ｃａｒｄ９缺乏可能导致巨噬细胞对真菌的识别和清除
功能受损，影响感染的控制［６－７］。因此，Ｃａｒｄ９在真
菌感染中的作用机制值得深入研究。该研究以烟曲

霉角膜炎为模型，聚焦于巨噬细胞，采用动物模型和

体外实验相结合的方式，探讨了 Ｃａｒｄ９在烟曲霉性
角膜炎中的作用，通过研究炎症反应及免疫细胞参

与，旨在为未来的治疗策略提供新的靶点并推动相

关治疗方法的发展。

１　材料与方法

１．１　实验动物、实验菌株及细胞　选择２７只６～８
周的野生型 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠（雄性），体质量 ２５ｇ左
右，购 自 合 肥 青 源 生 物 有 限 公 司 （伦 理 号：

ＬＬＳＣ２０２２１２７２）；烟曲霉菌菌株（ＢＮＣＣ３３８３８５）购自
北京北纳创联生物技术研究院；人角膜上皮细胞

（ＨＣＥＣｓ）由厦门大学眼科研究所赠予；人单核巨噬
细胞（ＴＨＰ１细胞）购自武汉普诺赛公司。
１．２　主要试剂　ＲＰＭＩ１６４０培养基购自武汉普诺
赛生命科技有限公司；ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基购自美国

·６４４· 安徽医科大学学报　ＡｃｔａＵｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓＭｅｄｉｃｉｎａｌｉｓＡｎｈｕｉ　２０２５Ｍａｒ；６０（３）
网络首发时间：2025-03-17 19:04:16       网络首发地址：https://link.cnki.net/urlid/34.1065.R.20250314.1613.008



Ｇｉｂｃｏ公司；ｓｉＲＮＡ慢病毒载体购自上海吉玛基因有
限公司；ｓｈＲＮＡ慢病毒载体、引物购自滁州通用生
物有限公司；嘌呤霉素购自美国 ＧｌｐＢｉｏ公司；佛波
脂（ｐｈｏｒｂｏｌ１２ｍｙｒｉｓｔａｔｅ１３ａｃｅｔａｔｅ，ＰＭＡ）购自美国
ＭｅｄＣｈｅｍｅｘｐｒｅｓｓ生物科公司；ＲＮＡ提取试剂盒、逆
转录试剂（用于 ｑＰＣＲ）以及 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ试剂购自
杭州艾科瑞生物科技有限公司；βａｃｔｉｎ、ＩＬ６、Ｃａｒｄ９
抗体购自北京Ａｆｆｉｎｉｔｙ公司；ＩＬ１β、ＴＮＦα购自美国
ＮｏｖｕｓＢｉｏｌｏｇｉｃａｌ公司；ＮＦκＢ购自美国ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司。
１．３　方法
１．３．１　烟曲霉培养与分生孢子的制备　烟曲霉菌
株在沙氏培养基３７℃下培养７ｄ，通过在培养基表
面刮取分生孢子制备孢子悬液，用无菌纱布过滤去

除菌丝，使用血细胞仪对样本进行定量，并使其终浓

度调节至１×１０７ＣＦＵ／Ｌ，于４℃冰箱中保存备用。
１．３．２　小鼠真菌性角膜炎的建立　选择２７只６～
８周的野生型Ｃ５７ＢＬ／６小鼠（雄性），体质量２５ｇ左
右，随机分为３组，连续３ｄ使用左氧氟沙星滴眼液
滴入结膜囊内，每天４次。第一组和第二组小鼠结
膜下注射３０μｌＢｌａｎｋｓｉＲＮＡ载体；第三组小鼠进行
结膜下注射３０μｌＣａｒｄ９ｓｉＲＮＡ载体。７２ｈ后在体
视显微镜下，刮去各组小鼠角膜上皮，在基质中注入

２μｌ无菌 ＰＢＳ溶液（第一组）和 ２μｌ浓度为 １×
１０７ＣＦＵ／Ｌ的烟曲霉孢子悬液（第二组和第三组）。
术后使用左氧氟沙星滴眼液，每日４次，预防细菌感
染的发生。第０、１、３、５、７天，用裂隙灯显微镜观察
角膜感染情况，拍照并予以评分。以溃疡面积、溃疡

浑浊度以及溃疡形态为标准进行评分，最终角膜评

分为以上３个得分的总和，最小为０分，最大为１２
分。

１．３．３　病理切片　烟曲霉感染后第３天处死小鼠
收集眼球，置于４％的多聚甲醛溶液中固定，２４ｈ后
制作石蜡切片，ＨＥ染色观察病理结构，免疫组化检
测各组小鼠角膜中 Ｃａｒｄ９、ＮＦκＢ、ＩＬ１β、ＩＬ６、ＴＮＦ
α的表达。
１．３．４　体外实验　使用含有１０％胎牛血清（ＦＢＳ）、
５×１０－５ｍｏｌ／Ｌ的 β巯基乙醇、１％双抗的 ＲＰＭＩ
１６４０培养基培养 ＴＨＰ１细胞。使用含有１０％ＦＢＳ、
１％Ｐ／Ｓ的ＤＭＥＭＦ／１２培养基培养ＨＣＥＣｓ细胞。
１．３．５　ｓｈＲＮＡ转染　通过慢病毒载体系统抑制
Ｃａｒｄ９基因的表达。将 ＴＨＰ１细胞以 １×１０８个／Ｌ
接种于２４孔板，感染前用不含抗生素的培养基对病
毒进行稀释，使感染复数达到５０（ＭＯＩ＝５０，ＭＯＩ：感
染时病毒与细胞数量的比值，即平均感染每个细胞

病毒活性单位数），３７℃孵育过夜。２４ｈ后，更换完
全培养基。转染成功后，于感染７２ｈ后加入嘌呤霉
素（终浓度为２ｇ／Ｌ）进行筛选。筛选后的ＴＨＰ１细
胞加入 ＰＭＡ诱导４８ｈ后，加入烟曲霉孢子悬液处
理６ｈ。
１．３．６　细胞分组　将导入 ＢｌａｎｋｓｈＲＮＡ载体和
Ｃａｒｄ９ｓｈＲＮＡ载体的 ＴＨＰ１细胞诱导为巨噬细胞
后，分别加入处理后的烟曲霉孢子刺激６ｈ，记为Ａ．
ｆｕｍｉｇａｔｕｓ组及Ｃａｒｄ９ｓｈＲＮＡＡ．ｆｕｍｉｇａｔｕｓ组，以同样
的方法对另一组ＢｌａｎｋｓｈＲＮＡＴＨＰ１细胞加入无菌
ＰＢＳ溶液作为空白对照组（ＰＢＳ组）。
１．３．７　基因表达检测　通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和荧光定
量聚合酶链式反应（ＲＴＰＣＲ）检测各组小鼠角膜组
织中Ｃａｒｄ９的表达、各组细胞系中 Ｃａｒｄ９的表达；通
过ＲＴＰＣＲ检测各组小鼠角膜中、细胞中 Ｃａｒｄ９以
及相关炎症因子 ｍＲＮＡ的表达。相关基因的引物
序列见表１，以ＧＡＰＤＨ为内参基因。以２－ΔΔＣＴ方法

表１　相关引物的序列

Ｔａｂ．１　Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

Ｇｅｎｅ Ｆｏｒｗａｒｄ Ｒｅｖｅｒｓｅ
ｈＧＡＰＤＨ ５′ＧＧＡＧＣＧＡＧＡＴＣＣＣＴＣＣＡＡＡＡＴ３′ ５′ＧＧＣＴＧＴＴＧＴＣＡＴＡＣＴＴＣＴＣＡＴＧＧ３′
ｈＣａｒｄ９ ５′ＡＴＧＴＣＧＧＡＣＴＡＣＧＡＧＡＡＣＧＡＴ３′ ５′ＴＧＡＴＧＣＧＴＧＡＧＧＧＧＴＣＧＡＴ３′
ｈＩＬ１β ５′ＡＴＧＡＴＧＧＣＴＴＡＴＴＡＣＡＧＴＧＧＣＡＡ３′ ５′ＧＴＣＧＧＡＧＡＴＴＣＧＴＡＧＣＴＧＧＡ３′
ｈＴＮＦα ５′ＣＣＴＣＴＣＴＣＴＡＡＴＣＡＧＣＣＣＴＣＴＧ３′ ５′ＧＡＧＧＡＣＣＴＧＧＧＡＧＴＡＧＡＴＧＡＧ３′
ｈＮＦκＢ ５′ＡＡＣＡＧＡＧＡＧＧＡＴＴＴＣＧＴＴＴＣＣＧ３′ ５′ＴＴＴＧＡＣＣＴＧＡＧＧＧＴＡＡＧＡＣＴＴＣＴ３′
ｈＩＬ６ ５′ＡＣＴＣＡＣＣＴＣＴＴＣＡＧＡＡＣＧＡＡＴＴＧ３′ ５′ＣＣＡＴＣＴＴＴＧＧＡＡＧＧＴＴＣＡＧＧＴＴＧ３′
ｍＧＡＰＤＨ ５′ＡＧＧＴＣＧＧＴＧＴＧＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧ３′ ５′ＧＧＧＧＴＣＧＴＴＧＡＴＧＧＣＡＡＣＡ３′
ｍＣａｒｄ９ ５′ＡＣＴＡＴＧＡＧＡＡＴＧＡＣＧＡＣＧＡＧＴＧＣ３′ ５′ＧＡＴＣＣＧＧＧＡＧＧＧＧＴＣＡＡＴＧ３′
ｍＩＬ１β ５′ＧＡＡＡＴＧＣＣＡＣＣＴＴＴＴＧＡＣＡＧＴＧ３′ ５′ＴＧＧＡＴＧＣＴＣＴＣＡＴＣＡＧＧＡＣＡＧ３′
ｍＴＮＦα ５′ＣＡＧＧＣＧＧＴＧＣＣＴＡＴＧＴＣＴＣ３′ ５′ＣＧＡＴＣＡＣＣＣＣＧＡＡＧＴＴＣＡＧＴＡＧ３′
ｍＮＦκＢ ５′ＡＴＧＧＣＡＧＡＣＧＡＴＧＡＴＣＣＣＴＡＣ３′ ５′ＣＧＧＡＡＴＣＧＡＡＡＴＣＣＣＣＴＣＴＧＴＴ３′
ｍＩＬ６ ５′ＣＴＧＣＡＡＧＡＧＡＣＴＴＣＣＡＴＣＣＡＧ３′ ５′ＡＧＴＧＧＴＡＴＡＧＡＣＡＧＧＴＣＴＧＴＴＧＧ３′
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计算各基因的相对表达量。

１．４　统计学处理　所有数据采用 Ｇｒａｐｈｐａｄｐｒｉｓｍ
８０软件进行统计分析，采用独立样本ｔ检验比较两
组之间的差异，采用单因素方差分析比较多组之间

的差异，结果以 珋ｘ±ｓ表示。当Ｐ＜００５为差异有统
计学意义。

２　结果

２．１　Ｃａｒｄ９缺乏可抑制烟曲霉角膜炎的发展　动
物实验中，与其他两组相比，Ｃａｒｄ９ｓｉＲＮＡ组小鼠中
的Ｃａｒｄ９蛋白表达明显减少（图 １Ａ），同时 ｍＲＮＡ
水平也显著降低（图１Ｂ），差异有统计学意义，表明
小鼠体内Ｃａｒｄ９基因抑制模型创建成功。ＰＢＳ组小
鼠仅见角膜上皮小片状缺损，无感染迹象，７ｄ后无
明显瘢痕遗留；烟曲霉感染后，小鼠角膜出现溃疡，

基质层水肿，在第３天时感染最为严重，第５天时炎
症逐渐减轻；Ｃａｒｄ９ｓｉＲＮＡＡ．ｆｕｍｉｇａｔｕｓ组小鼠感染
后第３天，角膜缘处血管充血，新生血管开始长入，
以角膜中央溃疡处反应最为严重，有穿孔迹象，溃疡

周围组织坏死程度较 Ａ．ｆｕｍｉｇａｔｕｓ组严重，第５天
时未明显好转迹象，角膜表现如图２Ａ所示。角膜
临床评分结果见图２，Ｐ＜０００１。Ｃａｒｄ９ｓｉＲＮＡ组的
角膜溃疡程度比 Ａ．ｆｕｍｉｇａｔｕｓ组严重，且恢复速度
较慢。总体而言，Ｃａｒｄ９ｓｉＲＮＡＡ．ｆｕｍｉｇａｔｕｓ组小鼠
的角膜溃疡程度要重于普通的烟曲霉角膜炎模型。

２．２　角膜病理改变及炎症因子的表达　对照组角
膜结构完整，细胞排列整齐，无炎症细胞浸润；Ａ．ｆｕ
ｍｉｇａｔｕｓ组角膜基质中可见炎症细胞浸润，结构相对
完整；Ｃａｒｄ９ｓｉＲＮＡＡ．ｆｕｍｉｇａｔｕｓ组角膜结构显著破

坏，细胞间隙增大，基质层紊乱，并出现组织坏死

（图３）。在正常小鼠角膜组织中，Ｃａｒｄ９及炎症因子
（ＩＬ１β、ＴＮＦα、ＩＬ６、ＮＦκＢ）表达极少。烟曲霉感
染后，Ｃａｒｄ９及这些炎症因子的表达升高，其中 ＩＬ
１β和 ＴＮＦα升高最为明显。Ｃａｒｄ９、ＩＬ６、ＮＦκＢ主
要分布在角膜基质中，为胞质蛋白；ＩＬ１β定位在细
胞核中，并主要分布在基质中。与 Ａ．ｆｕｍｉｇａｔｕｓ组
相比，Ｃａｒｄ９ｓｉＲＮＡＡ．ｆｕｍｉｇａｔｕｓ组小鼠的角膜中
Ｃａｒｄ９、ＩＬ１β、ＴＮＦα、ＩＬ６和 ＮＦκＢ的表达显著减
少，ＩＬ１β降幅最为显著（图４）。这些结果与ｍＲＮＡ
表达数据一致（图５）。
２．３　Ｃａｒｄ９主要在免疫细胞中表达　实时荧光定
量ＰＣＲ结果显示，在人 ＨＣＥＣｓ细胞中几乎不表达
Ｃａｒｄ９，而在 ＴＨＰ１细胞中表达 Ｃａｒｄ９，两种细胞中
Ｃａｒｄ９的表达有显著差异，如图６Ａ所示。巨噬细胞
为终末分化细胞，无法建立稳定增殖的细胞系，因

此，本研究通过 Ｃａｒｄ９ｓｈＲＮＡ载体对 ＴＨＰ１细胞构
建稳转细胞系（图６Ｂ、Ｃ），继而诱导 ＴＨＰ１细胞转
化为巨噬细胞，深入探索 Ｃａｒｄ９缺乏对巨噬细胞抵
抗烟曲霉刺激的影响。

２．４　Ｃａｒｄ９缺乏抑制巨噬细胞分泌炎症因子　使
用实时荧光定量 ＰＣＲ技术检测各组细胞中相关
ｍＲＮＡ的表达，结果如图７所示。在烟曲霉刺激后，
ＴＨＰ１巨噬细胞的 Ｃａｒｄ９表达明显升高，同时，ＩＬ
１β、ＴＮＦα、ＩＬ６、ＮＦκＢ的表达也相应升高，其中，以
ＩＬ１β升高最为显著。在Ｃａｒｄ９敲低后，ＮＦκＢ和这
３种炎症因子的表达明显减少。该结果表明巨噬细
胞中ＩＬ１β、ＴＮＦα、ＩＬ６、ＮＦκＢ的分泌在一定程度
上依赖于Ｃａｒｄ９的存在。细胞实验中炎症因子的变

图１　Ｃ５７小鼠Ｃａｒｄ９ｓｉＲＮＡ干扰效果验证

Ｆｉｇ．１　ＶｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＣａｒｄ９ｓｉＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｅｆｆｅｃｔｉｎＣ５７ｍｉｃｅ

　　Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｗａｓｕｓｅｄｔｏｖｅｒｉｆｙｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌ；Ｂ：ＲｅａｌｔｉｍｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲｗａｓｕｓｅｄｔｏｖｅｒｉｆｙｔｈｅｍＲＮＡｌｅｖｅｌ．ａ：ＰＢＳｇｒｏｕｐ；

ｂ：Ａ．ｆｕｍｉｇａｔｕｓｇｒｏｕｐ；ｃ：Ｃａｒｄ９ｓｉＲＮＡＡ．ｆｕｍｉｇａｔｕｓｇｒｏｕｐ；Ｐ＜０００１ｖｓＡ．ｆｕｍｉｇａｔｕｓｇｒｏｕｐ，＃＃＃Ｐ＜０００１ｖｓＰＢＳｇｒｏｕｐ．
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图２　各组小鼠感染前后的角膜表现

Ｆｉｇ．２　Ｃｏｒｎｅａｌｍａｎｉｆｅｓｔａｔｉｏｎｓｏｆｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

　　Ａ：ｃｏｒｎｅａｌｕｌｃｅｒｒｅｓｕｌｔｓ；Ｂ：Ｃｏｒｎｅａｌｓｃｏｒｅｏｎｄａｙ３ａｆｔｅｒｉｎｆｅｃｔｉｏｎ；Ｃ：Ｃｏｒｎｅａｌｓｃｏｒｅｏｎｄａｙ５ａｆｔｅｒｉｎｆｅｃｔｉｏｎ；ａ：ＰＢＳｇｒｏｕｐ；ｂ：Ａ．ｆｕｍｉｇａｔｕｓｇｒｏｕｐ；

ｃ：Ｃａｒｄ９ｓｉＲＮＡＡ．ｆｕｍｉｇａｔｕｓｇｒｏｕｐ；Ｐ＜０００１ｖｓＰＢＳｇｒｏｕｐ；＃＃Ｐ＜００１，＃＃＃Ｐ＜０００１ｖｓＡ．ｆｕｍｉｇａｔｕｓｇｒｏｕｐ．

图３　各组小鼠角膜组织的ＨＥ染色 ×２００

Ｆｉｇ．３　ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｃｏｒｎｅａｌｔｉｓｓｕｅｏｆｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ×２００

Ａ：ＰＢＳｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ａ．ｆｕｍｉｇａｔｕｓｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｃａｒｄ９ｓｉＲＮＡＡ．ｆｕｍｉｇａｔｕｓｇｒｏｕｐ．
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图４　各组使用免疫组化法检测各组角膜组织中Ｃａｒｄ９和ＩＬ１β、ＴＮＦα、ＩＬ６、ＮＦκＢ的表达 ×２００

Ｆｉｇ．４　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＣａｒｄ９，ＩＬ１β，ＴＮＦα，ＩＬ６ａｎｄＮＦκＢｉｎｃｏｒｎｅａｌ

ｔｉｓｓｕｅｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｍｅｔｈｏｄ×２００

Ａ：ＰＢＳｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ａ．ｆｕｍｉｇａｔｕｓｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｃａｒｄ９ｓｉＲＮＡＡ．ｆｕｍｉｇａｔｕｓｇｒｏｕｐ．

化趋势与小鼠模型中的基本一致。

３　讨论

　　角膜是一透明组织，能够有效组织外来微生物

和有害物质进入眼内，角膜中央没有血管，几乎没有

常驻的免疫细胞，而角膜缘和周边富含免疫细胞、毛

细血管和淋巴管［８］。在角膜感染时，角膜缘会募集

大量炎症细胞，尤其是中性粒细胞和巨噬细胞，后者
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图５　各组小鼠角膜组织中的相关ｍＲＮＡ表达

Ｆｉｇ．５　ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｃｏｒｎｅａｌｔｉｓｓｕｅｏｆｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

　　Ａ：Ｃａｒｄ９；Ｂ：ＩＬ１β；Ｃ：ＩＬ６；Ｄ：ＴＮＦα；Ｅ：ＮＦκＢ；ａ：ＰＢＳｇｒｏｕｐ；ｂ：Ａ．ｆｕｍｉｇａｔｕｓｇｒｏｕｐ；ｃ：Ｃａｒｄ９ｓｉＲＮＡＡ．ｆｕｍｉｇａｔｕｓｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００１，
Ｐ＜０００１ｖｓＰＢＳｇｒｏｕｐ；＃＃Ｐ＜００１，＃＃＃Ｐ＜０００１ｖｓＡ．ｆｕｍｉｇａｔｕｓｇｒｏｕｐ．

图６　各组细胞中Ｃａｒｄ９的表达

Ｆｉｇ．６　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣａｒｄ９ｉｎｃｅｌｌｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ

　　Ａ：ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣａｒｄ９ｉｎＴＨＰ１ｃｅｌｌｓａｎｄｈｕｍａｎＨＣＥＣｓｃｅｌｌｓ；Ｂ：ＡｆｔｅｒｔｈｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆＴＨＰ１ｓｔａｂｌｅｔｒａｎｓｍｕｔａｔｉｏｎｃｅｌｌｌｉｎｅ，ｔｈｅｅｘ

ｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣａｒｄ９ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，ａｎｄｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｗａｓｖｅｒｉｆｉｅｄ；Ｃ：ＡｆｔｅｒｔｈｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆＴＨＰ１ｓｔａｂｌｅｃｅｌｌ

ｌｉｎｅ，ＲＴＰＣＲｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔＣａｒｄ９ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｏｆｃｅｌｌｓ，ａｎｄｔｈｅｍＲＮＡｌｅｖｅｌｗａｓｖｅｒｉｆｉｅｄ；ａ：ＰＢＳｇｒｏｕｐ；ｂ：Ａ．ｆｕｍｉｇａｔｕｓｇｒｏｕｐ；ｃ：

Ｃａｒｄ９ｓｉＲＮＡＡ．ｆｕｍｉｇａｔｕｓｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜００５ｖｓＴＨＰ１；Ｐ＜０００１ｖｓＡ．ｆｕｍｉｇａｔｕｓｇｒｏｕｐ；＃＃Ｐ＜００１ｖｓＰＢＳｇｒｏｕｐ．

在伤口愈合和抗真菌感染中起到关键作用［９］。真

菌感染引起角膜结构破坏和炎症细胞的浸润会导致

角膜变得浑浊。因此，角膜在真菌性角膜炎过程中

起到物理屏障的作用，能够募集和迁移免疫细胞参

与清除感染源和调节炎症反应，并维持角膜的透明

度。

　　Ｃａｒｄ９作为一种信号转导蛋白，参与多种 ＰＲＲｓ
的信号转导并激活细胞内级联反应，是抗真菌反应

中的关键激活剂［１０－１１］。Ｃａｒｄ９参与多种免疫细胞
的信号转导，激活免炎症反应和抗真菌免疫的作
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图７　各组细胞在烟曲霉刺激后

的相关ｍＲＮＡ表达

Ｆｉｇ．７　ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃｅｌｌｓｉｎｅａｃｈ

ｇｒｏｕｐａｆｔｅｒｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎｂｙＡ．ｆｕｍｉｇａｔｕｓ

　　Ａ：Ｃａｒｄ９；Ｂ：ＩＬ１β；Ｃ：ＩＬ６；Ｄ：ＴＮＦα；Ｅ

：ＮＦκＢ；ａ：ＰＢＳｇｒｏｕｐ；ｂ：Ａ．ｆｕｍｉｇａｔｕｓｇｒｏｕｐ；

ｃ：Ｃａｒｄ９ｓｉＲＮＡＡ．ｆｕｍｉｇａｔｕｓｇｒｏｕｐ； Ｐ＜

００５， Ｐ＜００１， Ｐ＜０００１ｖｓＰＢＳ

ｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１ｖｓＡ．ｆｕｍｉｇａｔｕｓ

ｇｒｏｕｐ．

用［１２］。大多数ＰＡＭＰ通过激活 ＮＦκＢ参与炎症反
应的上调，Ｃａｒｄ９是ＮＦκＢ激活中重要的衔接分子，
通过巨噬细胞和树突状细胞中的ＣＬＲ触发，与相应
的配体结合后引起 Ｃａｒｄ９依赖性信号级联反应，从
而激活ＮＦκＢ，引起炎症细胞的聚集和 ＩＬ１β、ＴＮＦ
α、ＩＬ６等炎症因子的表达［６，１２］。这些炎症因子在

真菌感染中起到促进炎症反应和组织修复的作

用［１３－１４］。

　　Ｃａｒｄ９对中性粒细胞的募集至关重要，缺陷会
影响其对真菌的清除能力［９，１５］，缺陷的小鼠更容易

受到白色念珠菌、烟曲霉、新型隐球菌以及一些罕见

的真菌的攻击，导致炎症因子的表达减少，难以控制

体内真菌的生长［１６］。为了深入探索 Ｃａｒｄ９的作用
机制，本研究通过建立烟曲霉角膜炎模型，以揭示在

Ｃａｒｄ９缺陷的情况下，烟曲霉性角膜炎的发生发展
及炎症因子的表达改变。

　　本研究中，小鼠在烟曲霉感染后，角膜中 Ｃａｒｄ９
表达明显增加，当抑制Ｃａｒｄ９基因的表达，在烟曲霉
感染后 ＮＦκＢ和 ＩＬ１β、ＴＮＦα、ＩＬ６的表达明显减
少，小鼠表现出更为严重的角膜溃疡，并且愈合缓

慢，角膜组织结构破坏更为显著，组织坏死明显。在

体外实验中，本研究使用ｓｈＲＮＡ载体沉默巨噬细胞
的Ｃａｒｄ９基因，建立ＴＨＰ１细胞稳转细胞系，并使用
ＰＭＡ诱导成巨噬细胞后，使用烟曲霉刺激建立感染
模型，结果指出 Ｃａｒｄ９被沉默的巨噬细胞在烟曲霉

感染后 ＮＦκＢ和炎症因子 ＩＬ１β、ＴＮＦα、ＩＬ６的表
达明显减少，尤其是 ＩＬ１β的改变更为显著。这些
结果表明Ｃａｒｄ９在巨噬细胞的抗真菌反应和促愈合
作用中起着关键作用。当 Ｃａｒｄ９的表达被抑制时，
ＮＦκＢ及其下游的炎症因子的表达受到明显影响，
说明ＮＦκＢ信号通路的激活在一定程度上依赖于
Ｃａｒｄ９。该结果结合前人研究表明 Ｃａｒｄ９在巨噬细
胞的促愈合反应中起重要作用，并影响烟曲霉性角

膜炎的发展，Ｃａｒｄ９缺乏可引起真菌易感性增加以
及降低机体抗真菌反应。靶向Ｃａｒｄ９结合位点或调
节其下游信号分子的激活来增强免疫反应或许可以

成为抗烟曲霉感染治疗的一个新思路，这需要后续

更多的研究进行探索 Ｃａｒｄ９信号通路及其下游机
制。
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ｃｅｌｌｓ（ＨＣＥＣｓ）ａｎｄｈｕｍａｎｍｏｎｏｃｙｔｉｃｌｅｕｋｅｍｉａｃｅｌｌｓ（ＴＨＰ１）ｉｎｖｉｔｒｏ，ＲＴＰＣＲｗａｓｕｓｅｄｔｏｅｘａｍｉｎｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓ
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