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摘  要 

CRAMP是一种能够抑制多种真菌生长的抗微生物肽，据报道CRAMP在细菌感染中能够调控巨噬细胞。

本文对小鼠烟曲霉菌性角膜炎中CRAMP的治疗效果及对巨噬细胞的调控展开研究。方法：体内实验通过

建立小鼠烟曲霉菌角膜炎模型，比较CRAMP或PBS处理组在裂隙灯照片、临床评分以及真菌负荷方面的

差异。体外实验通过流式细胞技术分析CRAMP对巨噬细胞吞噬、杀灭细胞内杀真菌力的影响。RT-PCR
和免疫蛋白印迹法检测巨噬细胞自噬相关基因和蛋白的表达，如LAMP-3、Beclin-1。结果：在烟曲霉角

膜炎期间，CRAMP减少了小鼠角膜的真菌负荷并降低了角膜的临床评分。虽然CRAMP对烟曲霉感染巨

噬细胞的吞噬作用无显著影响，但可显著加速巨噬细胞对细胞内真菌的清除。进一步的机制研究表明，

CRAMP可上调LAMP-3和Beclin-1的表达，并通过诱导自噬提高巨噬细胞胞内杀真菌能力。结论：CRAMP
可诱导自噬提高巨噬细胞的杀真菌能力，改善小鼠烟曲霉角膜炎预后。 
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Abstract 
CRAMP is an antimicrobial peptide that inhibits the growth of a variety of fungi and has been re-
ported to modulate macrophages in bacterial infections. In this paper, the therapeutic effect of 
CRAMP on Aspergillus fumigatus keratitis in mice and the regulation of macrophage were studied. 
Methods: In vivo, mice models with Aspergillus fumigatus keratitis were established to compare 
the statistic differences in slit-lamp photographs, clinical scores, and fungal loads between the 
CRAMP-treated or PBS-treated groups. In vitro, the effects of CRAMP on the phagocytosis and intra-
cellular fungicidal ability of macrophages were analyzed by flow cytometry. RT-PCR and Western 
blot were used to detect the expression of autophagy related genes and proteins of macrophages, 
such as LAMP-3 and Beclin-1. Results: During Aspergillus fumigatus keratitis, CRAMP reduced fungal 
loads of mice corneas and lowered clinical scores. Although CRAMP had no significant effect on the 
phagocytosis of macrophages infected with Aspergillus fumigatus, it could significantly accelerate 
the intracellular fungal clearance by macrophages. Further mechanism studies showed that CRAMP 
could up-regulate the expression of LAMP-3 and Beclin-1, and elevate the intracellular fungicidal 
ability of macrophages by inducing autophagy. Conclusion: CRAMP can induce autophagy to ele-
vate the fungicidal ability of macrophages and improve the prognosis of Aspergillus fumigatus ke-
ratitis in mice.  
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1. 引言 

真菌性角膜炎(Fungal Keratitis, FK)是一种进展迅速的、致盲率高的严重角膜感染性疾病，发病率逐

年增加[1]。植物划伤角膜损伤是真菌性角膜炎的主要危险因素，同时隐形眼镜和激素的广泛应用也越发

成为重要的危险因素[2] [3] [4]。然而，目前临床上最常用的抗真菌药物(例如氟康唑、伊曲康唑等)具有显

著的局限性，如价格昂贵、通透性较差以及可供选择的范围有限而易产生耐药性等[5] [6] [7]。这些使得

真菌性角膜炎成为一种严重威胁视力的难治性疾病[8] [9]。因此，我们急需探索针对真菌角膜炎的安全、

有效的新型治疗方案。 
当真菌开始入侵机体时，Dectin-1、Dectin-2、EphA2 等真菌识别受体识别真菌，通过信号级联反应

募集并激活免疫细胞、调控炎症因子的分泌和病原体的清除[10]-[16]。在此过程中，巨噬细胞是一种具有

多功能的重要免疫细胞，他既能通过 M2/M1 极化调控炎症反应[17]，又能通过吞噬、自噬等清除病原体，

减轻组织损伤[18] [19]。CRAMP 是一种天然抗微生物肽[20] [21]。它广泛存在于多种上皮细胞和免疫细

胞中[22] [23]，也是细菌感染中调控巨噬细胞防御的重要分子之一[24] [25] [26]，例如 CRAMP 诱导巨噬

细胞自噬或活性氧的生成上调巨噬细胞胞内细菌清除力[24] [25]；在细菌感染的巨噬细胞中，Cathelicidin
还能直接结合并中和脂多糖(LPS)，抑制 Toll 样受体 4 (TLR 4)炎症信号通路的激活，限制促炎症因子和

一氧化氮的分泌[26] [27]。然而，CRAMP 在小鼠烟曲霉菌角膜炎中的作用和机制及其对巨噬细胞的调控

仍知之甚少。 
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在本研究中，我们发现在烟曲霉角膜炎期间，CRAMP 减少了小鼠角膜的真菌负荷并降低了角膜的

临床评分。CRAMP 可上调 LAMP-3 和 Beclin-1 的表达，通过诱导自噬提高巨噬细胞的杀真菌能力，减

轻小鼠烟曲霉角膜炎严重程度。 

2. 材料和方法 

2.1. 真菌培养和 CFSE 染色 

于中国微生物菌种保藏管理中心购买标准烟曲霉菌菌株(编号：3.0772)。烟曲霉菌分生孢子在 37℃下

于沙氏葡萄糖琼脂板上培养 4 天。用含少量玻璃珠的无菌水清洗平板制备分生孢子悬浮液，并经 40 μm
无菌尼龙网过滤，于 4℃保存。 

为了对烟曲霉菌分生孢子进行染色，当分生孢子生长到对数相时，我们将 5 × 108 CFU 烟曲霉菌分生

孢子浸泡到 50 µg/mL 5(6)-二醋酸羧基荧光素(CFSE；Sigma-Aldrich，美国)在 37℃的 3 ml PBS 中浸泡 30
分钟。染色的分生孢子在含 2%胎牛血清(FBS；Gibco，美国)的 5 ml PBS 中洗涤，并在 1.5 mL PBS 中重

悬。 

2.2. 角膜炎动物模型 

2 月龄雌性 C57BL/6 小鼠购自山东省济南市鹏月动物实验中心。所有小鼠均按照视力和眼科研究协

会(ARVO)关于在眼科和视觉研究中使用动物的声明进行处理。我们的实验已经通过了实验动物伦理委员

会的批准，批准号是：QYFYWZLL27576。实验前用裂隙灯显微镜观察所有角膜确保眼部健康。然后用

8%水合氯醛麻醉小鼠。向无菌微升注射器(10 μL；Hamilton Corp，瑞士)中加入 2 μL 孢子悬液(3 × 107 
CFU/mL)，插入右眼角膜中央间质层。完成基质内注射约 6 小时，实验组右眼用 5 μL CRAMP (150 µg/mL)
局部滴眼治疗，对照组右眼同时给予 PBS 滴眼，左眼不给予处理作为空白对照。抽筋治疗从感染后 6 小

时开始，然后在感染后 1 到 5 天每天 3 次给药。使用之前描述的疾病严重程度统计比较量表[17]对感染后

第 1、3 和 5 天的角膜状态进行分级，采用临床评分评估角膜炎的严重程度，并于裂隙灯下拍摄小鼠眼前

节照片。 

2.3. 真菌负荷分析 

如之前所描述的菌落计数方法[17]，我们将感染后 3 天不同处理的小鼠角膜组织研磨成匀浆。用 PBS
稀释后，在 37℃下均匀的平铺于沙氏葡萄糖琼脂板上孵育 30 小时。拍摄琼脂板上所形成的真菌菌落并

计数，以定量不同处理的小鼠角膜中存活的真菌。 

2.4. 小鼠腹腔提取巨噬细胞 

向 C57BL/6 小鼠的腹腔内注射 1 ml 3%的硫代乙醇培养基溶液，5 天后引颈处死小鼠并使用 75%乙醇

消毒过的剪刀纵向剪开小鼠的腹部皮肤，确保腹膜完整。将 5 ml 含 10% FBS 的 RPMI 1640 培养液，注

入腹腔，按摩小鼠腹腔并冲洗。冲洗得到的细胞悬液离心 10 分钟(40℃, 1250 rpm)，用无菌红细胞裂解液

处理再离心，重悬后，计数细胞并接种到 6 孔板中，在 37℃培养箱中孵育 2 小时之后得到贴壁的巨噬细

胞。 

2.5. 巨噬细胞刺激实验 

向 6 孔板中的小鼠腹腔巨噬细胞中加入 CRAMP (10 μg/mL；GL biochem，中国上海)或 PBS 预先孵

育 10 分钟，最后加入烟曲霉菌分生孢子(1 × 107 CFU/Ml, MOI = 5)共培养。在感染后不同时间点(0 小时、

1 小时、4 小时、5 小时)收取细胞进行 RT-PCR，Western blot 或流式细胞术实验。 
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2.6. 吞噬试验 

如如前所述[19]，在感染前 10 分钟将 CRAMP (10 μg/mL)或 PBS 加入到小鼠巨噬细胞悬液中，然后

加入 CFSE 标记的烟曲霉菌分生孢子(MOI = 5)共培养 1 小时。之后将细胞悬液转移到冰中停止吞噬，用

冷的 FACS 缓冲液(Gibco)彻底清洗巨噬细胞。流式细胞仪测定含分生孢子的巨噬细胞比例。吞噬率(%)
为巨噬细胞吞噬 CFSE 标记的分生孢子的百分比。 

2.7. 杀真菌试验 

6 孔板中的小鼠腹腔巨噬细胞中加入或不加入自噬抑制剂 3-MA (10 mM；MedChemExpress，中国上

海)，2 小时后再加入 CRAMP (10 μg/mL)或 PBS。10 分钟后加入 CFSE 标记的烟曲霉菌分生孢子共培养 1
小时(MOI = 5)，通过将巨噬细胞转移到冰中停止吞噬。然后用冷的 PBS 彻底清洗巨噬细胞。将细胞重悬

后，在 37℃含 10% FBS 的 RPMI 1640 温培养基中再培养 5 小时。含烟曲霉菌分生孢子的巨噬细胞用流

式细胞仪测定。杀灭率(%) = [1 − (再培养后剩余 CFSE 阳性巨噬细胞的百分比/再培养开始时 CFSE 阳性

巨噬细胞的百分比)] × 100%。 

2.8. RT-PCR 实验 

采用总 RNA 提取试剂(Takara，日本)溶液从小鼠角膜和巨噬细胞中提取总 RNA，并用分光光度法定

量。以 β-actin 基因的表达为内参。用 PrimeScript RT Reagent Kit (Takara)将 RNA 逆转录为互补 cDNA。

采用 LightCycler 480 SYBR Green Master Mix 体系进行 PCR 扩增：5 min 95℃；95℃ 10 s 变性，60℃ 25 s
退火，72℃ 25 s 延伸，循环 42 次[17]。反应结束后，根据内参及目的基因循环数，计算 CRAMP、LAMP-3
和 Beclin-1 mRNA 相对表达量。引物序列如表 1 所示。 
 
Table 1. Primer sequences used for RT-PCR 
表 1. RT-PCR实验中所用的引物序列 

Gene GcnBank No. Primer Sequence (50) 

β-actin (mouse) NNL007393.3 F: GAT TAC TGC TCT GGC TCC TAG C 
R: GAC TCA TCG TAC TCC TGC TTG C 

CRAMP (mouse) NM_009921.2 F: GCCGCTGATTCTTTTGACAT 
R:GCCAAGGCAGGCCTACTACT 

Beclin (mouse) NM_003766.5 
F: CCAGATGCGTTATGCCCAGAC 
R: CATTCCATTCCACGGGAACAC 

R: TCC ATG GCC ACA ACA ACT GAC 

LAMP-3 (mouse) NM_177356.3 F: AGCAGAGATGGGACTAGCACT 
R: CAGATGCATGGGTTAGGCTGG 

F: Forward; R: Reverse. 

2.9. Western Blot 实验 

在 4℃下，小鼠角膜蛋白或巨噬细胞蛋白在 RIPA 裂解缓冲液(Solarbio，中国北京)中裂解 2 小时，裂

解液每 15 分钟搅拌一次。然后在离心 15 分钟(4℃, 12,000 rpm)。总蛋白用双辛酸法定量，用十二烷基硫

酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)分离蛋白，并转移到聚偏氟乙烯(PVDF)膜上(Solarbio)。膜浸于

Western阻滞缓冲液(Beyotime，中国江苏)中封闭3小时后，与抗Beclin-1 (1:1500；Cell Signaling Technology，
美国)或 GAPDH (1:1000；Elabscience，美国)抗体在 4℃下孵育过夜。清洗后用相应的二抗(Elabscience)
孵育 1 小时，DAB 显色。Image Lab 软件对条带进行分析。 
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2.10. 统计学分析 

两组各时间点临床评分差异采用 Mann-Whitney U 检验。两组间比较采用双尾 Student’s t 检验，三组

及以上比较采用单因素方差分析。各组间采用 Bonferroni 检验方法进行多重比较。使用 GraphPad Prism 7.0
软件进行统计学分析，数据均以平均值 ± SEM 表示。P < 0.05 为差异有统计学意义(* P < 0.05, ** P < 0.01, 
*** P < 0.001)。每项实验至少独立重复 3 次。 

3. 结果 

3.1. CRAMP 能减轻小鼠烟曲霉菌角膜炎 

在小鼠烟曲霉菌角膜炎中，PBS 处理组从第 3 天起临床评分明显高于 CRAMP 处理组(图 1(a))。感染

后第 3 天，与 PBS 处理组相比，CRAMP 处理的小鼠角膜水肿度更轻微、溃疡面积更小、透明度更高(图
1(b))、真菌负荷明显更低(图 1(c)和图 1(d))。表明 CRAMP 可以降低烟曲霉菌角膜炎小鼠的临床评分并减

少真菌负荷，改善临床症状。 
 

 
注：(a) CRAMP 或 PBS 处理的小鼠角膜在感染烟曲霉菌的第 1、3、5 天的临床评分(n = 6 组)。
感染后第 3 天，CRAMP 或 PBS 处理的小鼠角膜的裂隙灯照片(b)和真菌负荷(c)、(d)。 

Figure 1. CRAMP alleviates the severity of Aspergillus fumigatum keratitis in mice 
图 1. CRAMP 减轻小鼠烟曲霉菌性角膜炎的严重程度 

3.2. CRAMP 能通过自噬促进巨噬细胞对细胞内烟曲霉菌分生孢子的清除 

流式细胞技术显示烟曲霉菌感染后 1 小时，CRAMP 处理组巨噬细胞吞噬率与 PBS 处理组无统计学

差异(图 2(a))，说明了 CRAMP 并没有影响巨噬细胞对烟曲霉菌分生孢子的吞噬作用。将感染后 1 小时的

巨噬细胞彻底洗净后，单独培养 4 小时，CRAMP 处理组含荧光标记的分生孢子的巨噬细胞比例明显少

于 PBS 处理组(图 2(b))，说明 CRAMP 处理组细胞内分生孢子存活几率减少。计算获得 CRAMP 处理组

巨噬细胞的胞内真菌杀伤率高于 PBS 处理组(图 2(c))。与单纯 CRAMP 处理组相比，预先加入自噬抑制

剂 3-MA 的 CRAMP 处理组含荧光标记的分生孢子的巨噬细胞比例明显上升(图 2(b))，而胞内真菌杀伤率

明显下降(图 2(c))。这些表明 CRAMP 通过自噬快速清除胞内烟曲霉菌。 
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注：(a)烟曲霉菌感染后 1 小时，CRAMP 或 PBS 处理组巨噬细胞吞噬率。将感染后 1 小时的巨噬细胞彻底洗净后，

再进一步培养 4 小时，各处理组剩余含荧光标记的分生孢子的巨噬细胞比例(b)和巨噬细胞胞内真菌杀伤率(c)。 

Figure 2. CRAMP can increase the intracellular fungicidal ability of macrophages 
图 2. CRAMP 能提高巨噬细胞的胞内真菌杀伤力 

3.3. CRAMP 能提高烟曲霉菌感染的巨噬细胞的自噬水平 

PCR 的实验结果揭示了 CRAMP 能够促进烟曲霉菌感染的巨噬细胞自噬相关基因如 LAMP3 或

Beclin-1 mRNA 的表达(图 3(a)和图 3(b))。Western Blot 揭示了 CRAMP 上调感染后的巨噬细胞 Beclin-1
蛋白的表达，进一步验证了 CRAMP 与自噬的紧密联系。 
 

 
注：烟曲霉菌感染巨噬细胞后，CRAMP 或 PBS 处理组 LAMP3 mRNA (a)、Beclin-1mRNA (b)以及 Beclin-1 蛋白

((c)~(d))的表达。 

Figure 3. CRAMP can up-regulate the expression of autophagy related genes and proteins in macrophages infected with As-
pergillus fumigus 
图 3. CRAMP 能上调烟曲霉菌感染的巨噬细胞的自噬相关基因和蛋白的表达 
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4. 讨论 

烟曲霉菌角膜炎是一种进展迅速、经常导致失明的严重疾病。真菌的生长和侵袭通常会引起过度炎

症，导致严重的角膜损伤，如溃疡或穿孔[17]。因此，限制真菌负担和炎症反应在烟熏假单胞菌角膜炎中

都很重要。CRAMP 是一种多功能的天然抗微生物肽，不仅能直接抑制微生物生长还能参与炎症反应调

控[19]-[26]，在感染性疾病中具有重要价值。例如小鼠烟曲霉菌肺炎中，CRAMP 可直接抑制烟曲霉菌菌

丝生长并抑制巨噬细胞炎症因子分泌[19]。在我们的研究中，通过建立小鼠烟曲霉菌性角膜炎模型，我们

发现相比于对照组小鼠，CRAMP 处理的小鼠真菌负荷明显减少，临床评分显著降低，裂隙灯照片可清

楚地显示感染后第 3 天 CRAMP 处理的小鼠角膜溃疡面积更小、角膜水肿更轻、透明度更高，这表明

CRAMP 在烟曲霉菌角膜炎中起到了有效清除真菌和限制炎症反应的双重作用。 
巨噬细胞是感染性疾病中一种重要的免疫细胞，它既能够消灭多种侵入人体的病原又能通过调节

M2/M1 极化等调控炎症反应[24] [27]。而 CRAMP 是细菌感染中调控巨噬细胞防御力的主要因子之一[24] 
[25] [28]。例如：CRAMP 诱导巨噬细胞自噬或活性氧的生成上调巨噬细胞胞内细菌清除力[24] [25]；在

细菌感染的巨噬细胞中，Cathelicidin 还能抑制 Toll 样受体 4 (TLR 4)炎症信号通路的激活，限制炎症反应

[28]。因此，我们推测 CRAMP 可能通过调控巨噬细胞的免疫活动抵御烟曲霉菌角膜炎。我们的研究证实

了这个推测。通过用流式细胞技术定量烟曲霉菌感染的巨噬细胞的吞噬率和胞内真菌杀伤率，我们发现

烟曲霉菌感染时 CRAMP 虽然对巨噬细胞的吞噬力没有明显的影响，但却能显著上调巨噬细胞的胞内真

菌杀伤力。 
据报道，巨噬细胞可诱导自噬消灭细胞内的大肠杆菌[24]或结核分枝杆菌[25]，因此我们假设 CRAMP

可能是通过诱导自噬上调巨噬细胞的胞内真菌杀伤力。与此一致的是，在我们的实验中，CRAMP 诱导

的胞内杀伤力的增加大部分被自噬抑制剂 3-MA 抵消。同时我们检测了自噬相关基因和蛋白的表达，发

现 LAMP-3 mRNA、Beclin-1 mRNA 和 Beclin-1 蛋白水平也呈升高趋势，并且自噬蛋白表达升高的时间

点与杀伤率强的时间点一致。这进一步验证了在烟曲霉菌性角膜炎中，CRAMP 可诱导自噬提高巨噬细

胞对真菌的杀伤力。因此，用 CRAMP 调控巨噬细胞杀真菌能力可被认为是治疗真菌感染性疾病的有效

的治疗方案。但这尚缺乏 CRAMP 对烟曲霉菌感染的巨噬细胞炎症信号通路及炎症因子分泌影响的研究，

这将在我们未来的实验中进一步探索和完善。 
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