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　　摘　要：目的　探讨支气管上皮细胞（ＢＥＡＳ２Ｂ细胞）与中性粒细胞联合培养时细胞间黏附分子１（ＩＣＡＭ１）、ＩＣＡＭ３、血管

细胞黏附因子１（ＶＣＡＭ１）等细胞表面黏附分子的产生机制。方法　免疫磁珠法提取外周血中性粒细胞，建立中性粒细胞与ＢＥ

ＡＳ２Ｂ细胞联合培养体系。流式细胞仪（ＦＣＭ）检测ＢＥＡＳ２Ｂ细胞和中性粒细胞中ＩＣＡＭ１、ＩＣＡＭ３、ＶＣＡＭ１的表达量，蛋白

质印迹检测细胞内ＮＫκＢ及ｐ３８ＭＡＰＫ的表达。结果　ＢＥＡＳ２Ｂ细胞和中性粒细胞联合培养时，ＢＥＡＳ２Ｂ细胞表面黏附分子

ＩＣＡＭ１、ＩＣＡＭ３、ＶＣＡＭ１的表达量均较单独培养时明显增高（犘＜０．０５），加入抑制剂（ＭＧ１３２、ＳＢ２０３５８０）表达量均明显下降

（犘＜０．０５）；两种抑制剂对ＢＥＡＳ２Ｂ细胞ＶＣＡＭ１、ＩＣＡＭ３表达作用比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）；而 ＭＧ１３２对ＩＣＡＭ１

表达的抑制作用比ＳＢ２０３５８０强（犘＜０．０５），且在调控ＩＣＡＭ１表达上两种抑制剂有协同作用。蛋白质印迹显示联合培养组ＢＥ

ＡＳ２Ｂ细胞内ＰｈｏｓｐｈｏＩκＢα及Ｐｈｏｓｐｈｏｐ３８ＭＡＰＫ蛋白水平明显增高（犘＜０．０５）。结论　ＢＥＡＳ２Ｂ细胞与中性粒细胞联合培

养可激活ＢＥＡＳ２Ｂ细胞体内ＮＦκＢ及ｐ３８ＭＡＰＫ通路，与ＩＣＡＭ１、ＩＣＡＭ３、ＶＣＡＭ１的表达相关。
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　　气道炎症过程中，受损的支气管上皮细胞释放一系列炎症

介质，诱导大量中性粒细胞聚集在支气管上皮细胞周围并释放

大量炎症介质，这些炎症介质介导支气管上皮的损伤、修复和

重建过程［１］。目前普遍认为中性粒细胞是气道炎症反应的主

要作用细胞，但近期研究表明，气道上皮细胞在受外界刺激后，

也会释放一系列炎症介质，调控炎症反应。因此，支气管上皮

细胞和中性粒细胞的相互作用是炎症发生的基础［２］。作者前

期研究表明，支气管上皮细胞与中性粒细胞接触后，细胞间黏

附分子１（ＩＣＡＭ１）、ＩＣＡＭ３、血管细胞黏附因子１（ＶＣＡＭ１）

明显增加［３］。本研究将继续探讨支气管上皮细胞（ＢＥＡＳ２Ｂ

细胞）与中性粒细胞联合培养时细胞表面黏附分子产生的

机制。

１　材料与方法

１．１　试剂　ＡｎｔｉＣＤ１６免疫磁珠（ＭｉｌｔｅｎｙｉＢｉｏｔｅｃｈ，德国），

ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基（Ｈｙｃｌｏｎｅ，美国），白细胞介素８（ＩＬ８）酶联

免疫吸附试验试剂盒（达科为，中国），ＦＩＴＣＭｏｕｓｅＡｎｔｉＨｕ

ｍａｎＣＤ５０（ＢＤ，美国），ＰＥＭｏｕｓｅＡｎｔｉＨｕｍａｎＣＤ１０６（ＢＤ，美

国），ＰＥＭｏｕｓｅＡｎｔｉＨｕｍａｎＣＤ５４（ＢＤ，美国），ＰＥＭｏｕｓｅＩｇＧ１

κＩｓｏｔｙｐｅＣｏｎｔｒｏｌ（ＢＤ，美国），ＦＩＴＣ ＭｏｕｓｅＩｇＧ２ｂκＩｓｏｔｙｐｅ

Ｃｏｎｔｒｏｌ（ＢＤ，美国），ＰｈｏｓｐｈｏＩκＢα（Ｓｅｒ３２，１４Ｄ４）ＲａｂｂｉｔｍＡｂ

·６２０１· 国际检验医学杂志２０１４年４月第３５卷第８期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ａｐｒｉｌ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．８

 基金项目：军队医学科研十二五重大专项（ＡＷＳ１１Ｚ００５４）；国家科技支撑计划（２０１３ＢＡＩ１７Ｂ０５）。　作者简介：唐红卫，男，在读硕士研究

生，主要从事临床检验工作。　△　通讯作者，Ｅｍａｉｌ：ｗａｎｇｃｂ３０１＠１２６．ｃｏｍ。



（ｃｅｌｌｓｉｇｎａｌＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，美国），Ｐｈｏｓｐｈｏｐ３８ＭＡＰＫ（Ｔｈｒ１８０／

Ｔｙｒ１８２）ＲａｂｂｉｔｍＡｂ（ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，美国），山羊抗兔

ＩｇＧ／辣根酶标记（中杉金桥，中国），ＳＢ２０３５８０（Ｓｅｌｌｅｃｋ，美国），

ＭＧ１３２（Ｓｅｌｌｅｃｋ，美国），ＲＩＰＡ高效裂解液（索莱宝，中国）。

１．２　仪器　磁性分离器（ＭｉｌｔｅｎｙｉＢｉｏｔｅｃ，德国），ＬＳ分离柱

（ＭｉｈｅｎｙｉＢｉｏｔｅｃｈ，德国），ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ流式细胞仪（ＢＤ，美

国），ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ热循环仪（ＴＬ９８８Ⅱ型，西安天隆科技有

限公司），蛋白电泳仪（ＢＤ，美国），ＴｒａｎｓＢｌｏｔＳＤ半干转印槽

（ＢＤ，美国），全自动血细胞分析仪（ＳｙｓｍｅｘＸＥ２１００，日本）。

１．３　细胞来源　采集健康成人新鲜血２０ｍＬ（１３．８％枸橼酸

钠抗凝），用于提取中性粒细胞；ＢＥＡＳ２Ｂ细胞由军事医学科

学院朱茂祥教授惠赠，来自于健康人支气管上皮细胞 ＮＨＢＥ，

美国专利号：Ｕ．Ｓ．Ｐａ．ｔ４８８５２３８，引进时细胞代龄为２２代。

１．４　方法

１．４．１　中性粒细胞提取　取抗凝全血２０ｍＬ，离心（４℃，

１０００ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ），弃上清，留取白细胞层和红细胞层；加入

２０ｍＬ蒸馏水，１ｍｉｎ后加入１．８％ ＮａＣｌ，充分混匀，离心（４℃，

１０００ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ），弃上清液；ＰＢＳ（含２％ＦＣＳ）缓冲液清洗粒

细胞，加入０．５ｍＬＰＢＳ（含２％ＦＣＳ）制成细胞悬液；白细胞计

数；每５×１０７ 个细胞需加入５０μＬＡｎｔｉＣＤ１６免疫磁珠
［４］，混

匀，在４～８℃摇床上孵育３０ｍｉｎ，孵育临近结束时准备ＬＳ分

选柱，并用３ｍＬ预冷ＰＢＳ（含２％ＦＣＳ）缓冲液灌注，注意勿使

气泡进入柱子；孵育后，用１ｍＬＰＢＳ（含２％ＦＣＳ）缓冲液稀释

细胞抗体溶液，加入分选柱，等待液体全部经过磁场，移去磁

场，用ＰＢＳ清洗ＬＳ分选柱，收集中性粒细胞；ＰＢＳ（含２％ＦＣＳ）

缓冲液清洗细胞。全自动血细胞分析仪鉴定中性粒细胞浓度，

台盼蓝染色鉴定细胞活力。取纯度大于９５％，活力大于９０％

的中性粒细胞，用ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基重悬待用
［５］。

１．４．２　中性粒细胞与ＢＥＡＳ２Ｂ细胞共培养体系建立　ＢＥ

ＡＳ２Ｂ细胞培养于 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基（含１０％胎牛血清），

３７℃，５％ ＣＯ２，９５％湿度培养，待形成单层细胞时加入中性粒

细胞。抑制性实验中，ＢＥＡＳ２Ｂ细胞和中性粒细胞预先用

ＭＡＰＫ抑制剂（ＳＢ２０３５８０）和核因子κＢ（ＮＦκＢ）抑制剂（ＭＧ

１３２）处理１ｈ
［６］。

１．４．３　实验分组　ＢＥＡＳ２Ｂ细胞单独培养组（Ｎ组），两种细

胞联合培养组（Ｂ＋Ｎ组），两种细胞联合培养加入ＳＢ２０３５８０

组（Ｂ＋Ｎ＋Ｓ组），两种细胞联合培养加入 ＭＧ１３２组（Ｂ＋Ｎ＋

Ｍ组），两种细胞联合培养加入ＳＢ２０３５８０和 ＭＧ１３２组（Ｂ＋

Ｎ＋Ｓ＋Ｍ组）。流式细胞分析时需将中性粒细胞及ＢＥＡＳ２Ｂ

细胞分离；蛋白质印迹分析时需去除中性粒细胞，取ＢＥＡＳ２Ｂ

细胞进行检测。

１．４．４　流式细胞分析　ＢＥＡＳ２Ｂ细胞按３×１０
５／孔接种于１２

孔板，待细胞融合大于９５％，每孔加入２×１０６ 中性粒细胞，共

孵育１５ｈ
［７］。收集培养中的中性粒细胞，用ＰＢＳ清洗ＢＥＡＳ

２Ｂ细胞３次。加入细胞消化液，置孵箱３７℃，２０ｍｉｎ，收集

ＢＥＡＳ２Ｂ细胞。在ＢＤ专用管中分别加入ＦＩＴＣＭｏｕｓｅＡｎｔｉ

ＨｕｍａｎＣＤ５０、ＰＥＭｏｕｓｅＡｎｔｉＨｕｍａｎＣＤ１０６、ＰＥＭｏｕｓｅＡｎｔｉ

ＨｕｍａｎＣＤ５４各１０μＬ，以及同型对照ＰＥＭｏｕｓｅＩｇＧ１κＩｓｏ

ｔｙｐｅＣｏｎｔｒｏｌ、ＦＩＴＣ ＭｏｕｓｅＩｇＧ２ｂκＩｓｏｔｙｐｅＣｏｎｔｒｏｌ各２μＬ，

４℃ 避光孵育３０ｍｉｎ，洗涤后加入ＦＣＡＳ缓冲液重悬，上机检

测。通过平均荧光强度（ＭＦＩ）分析细胞表面ＩＣＡＭ１、ＩＣＡＭ

３、ＶＣＡＭ１的表达。

１．４．５　蛋白质印迹　ＢＥＡＳ２Ｂ细胞按５×１０
５／孔接种于６孔

板中，待形成单层细胞时，每孔加入４×１０６ 中性粒细胞，共孵

育１５ｍｉｎ
［８］，加入ｐ３８ＭＡＰＫ抗体孵育３０ｍｉｎ

［９］，去除中性粒

细胞，用ＰＢＳ清洗ＢＥＡＳ２Ｂ细胞３次。胰蛋白酶消化，收集

ＢＥＡＳ２Ｂ细胞，加入 ＲＩＰＡ高效裂解液，４℃１２５００ｒ／ｍｉｎ离

心５ｍｉｎ，收集上清液，即为所提取蛋白。加入上样缓冲液，煮

沸１５ｍｉｎ，进行１０％ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳。电泳结束后，采用

半干转膜法将蛋白转入 ＰＶＤＦ膜上。用５％脱脂奶粉封闭

４ｈ，然后加入兔源性单克隆抗体，４℃过夜。ＴＢＳＴ洗膜３次，

加入山羊抗兔ＩｇＧ／辣根酶标记抗体，室温１ｈ。洗膜３次，加

入发光液，显影。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１６．０软件进行统计学分析，计

量资料以狓±狊表示，多组间两两比较采用单因素方差分析，以

犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　各组ＢＥＡＳ２Ｂ细胞ＩＣＡＭ１、ＩＣＡＭ３、ＶＣＡＭ１的表达

　ＢＥＡＳ２Ｂ细胞和中性粒细胞联合培养时，ＢＥＡＳ２Ｂ细胞

ＩＣＡＭ１、ＩＣＡＭ３、ＶＣＡＭ１的表达比单独培养时明显增高

（犘＜０．０５）；加入抑制剂后，３种黏附蛋白的表达均有明显降低

（犘＜０．０５）；ＩＣＡＭ３、ＶＣＡＭ１对２种抑制剂的敏感程度比较

差异无统计学意义（犘＞０．０５）；而 ＭＧ１３２对ＩＣＡＭ１的抑制

作用明显强于ＳＢ２０３５８０，并且２种抑制剂联合使用可进一步

降低ＩＣＡＭ１的表达。

２．２　各组中性粒细胞ＩＣＡＭ１、ＩＣＡＭ３、ＶＣＡＭ１的表达　

ＢＥＡＳ２Ｂ细胞和中性粒细胞联合培养并不会增强中性粒细胞

表面ＩＣＡＭ３、ＶＣＡＭ１的表达，而联合培养可极大刺激中性

粒细胞表面ＩＣＡＭ１的表达；加入抑制剂后ＩＣＡＭ１的表达量

明显降低，且加入 ＭＧ１３２后中性粒细胞表面ＩＣＡＭ１表达水

平较ＳＢ２０３５８０为低，但差异并无统计学意义（犘＞０．０５），联合

使用两种抑制剂并不会进一步降低ＩＣＡＭ１的表达。

２．３　蛋白质印迹检测ＢＥＡＳ２Ｂ细胞内 ＮＦＫＢ、ｐ３８ＭＡＰＫ

蛋白的表达　ＢＥＡＳ２Ｂ细胞单独培养时，细胞内不表达Ｐｈｏｓ

ｐｈｏＩκＢα；加入中性粒细胞联合培养后，细胞内ＰｈｏｓｐｈｏＩκＢα

的表达量明显增加（犘＜０．０５）。加入 ＭＧ１３２后，ＢＥＡＳ２Ｂ细

胞内ＰｈｏｓｐｈｏＩκＢα表达量下降（犘＜０．０５）。ＢＥＡＳ２Ｂ单独培

养时表达低水平的Ｐｈｏｓｐｈｏｐ３８ＭＡＰＫ，受到中性粒细胞刺激

后Ｐｈｏｓｐｈｏｐ３８ＭＡＰＫ的表达量明显增加（犘＜０．０５），而加入

ＳＢ２０３５８０能 有 效 抑 制 ＢＥＡＳ２Ｂ 细 胞 体 内 Ｐｈｏｓｐｈｏｐ３８

ＭＡＰＫ的表达（犘＜０．０５）。见图１（见《国际检验医学杂志》网

站主页“论文附件”）。

３　讨　　论

支气管上皮细胞作为呼吸系统的主要防御细胞，除通过纤

毛摆动和黏液运输病原体发挥物理屏障外，还通过分泌各种炎

症因子、趋化因子、巨噬细胞炎性蛋白等，共同发挥防御作

用［１０１１］。气道炎症过程中，气道黏膜充血水肿，黏液腺增生肥

大，体内中性粒细胞开始向炎症区域趋化、聚集。中性粒细胞

释放一系列炎症介质，可分解血管基底膜、结缔组织的胶原蛋

白及弹性蛋白，引起血管扩张和通透性增加［１２］。Ｋｉｍ等
［１３］研

究表明，在气道炎症过程中，中性粒细胞释放的大量炎性介质

可引起支气管上皮损伤。近年来研究表明，支气管上皮细胞亦

可影响中性粒细胞的功能。Ｐａｔｉｃｋ等
［１４］研究表明，支气管上

皮细胞可释放粒细胞集落刺激因子来减缓中性粒细胞的凋亡。
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作者前期研究表明，炎症过程中支气管上皮细胞ＩＣＡＭ１、

ＩＣＡＭ３、ＶＣＡＭ１表达增高
［３］，这些黏附因子介导中性粒细

胞与支气管上皮细胞之间的黏附，加强中性粒细胞的作用。因

此，中性粒细胞和支气管上皮细胞的作用是双向的，二者相互

进行信息传递以完成协调反应。本研究通过建立支气管上皮

细胞与中性粒细胞共培养体系，探讨信号通路在调节细胞表面

黏附分子表达中的作用。

本研究发现，ＢＥＡＳ２Ｂ细胞与中性粒细胞联合培养，可极

大地刺激ＢＥＡＳ２Ｂ细胞表面黏附分子的表达，而对中性粒细

胞，除ＩＣＡＭ１的表达明显增加外，另外２种黏附分子未见明

显变化。这说明ＢＥＡＳ２Ｂ细胞在接受中性粒细胞刺激后，可

增加细胞表面黏附分子的表达。而对中性粒细胞本身黏附分

子的表达影响相对较小（除ＩＣＡＭ１）。Ｗｏｎｇ等
［９］发现ＢＥＡＳ

２Ｂ细胞与嗜酸性粒细胞共同孵育，是通过激活细胞内ＮＦκＢ、

ｐ３８ＭＡＰＫ通路等来调控表面黏附分子的表达。而 ＮＦκＢ、

ｐ３８ＭＡＰＫ通路是否涉及中性粒细胞对支气管上皮细胞的刺

激作用，是本研究的重点。因此，作者在实验中加入 ＮＦκＢ通

路抑 制 剂———ＭＧ１３２ 以 及 ｐ３８ＭＡＰＫ 通 路 抑 制 剂———

ＳＢ２０３５８０，结果发现，ＳＢ２０３５８０、ＭＧ１３２可抑制ＢＥＡＳ２Ｂ细

胞表面黏附分子的表达，这说明ＢＥＡＳ２Ｂ细胞在接受中性粒

细胞刺激后会激活ＢＥＡＳ２Ｂ细胞内ＮＦκＢ、ｐ３８ＭＡＰＫ通路。

对于中性粒细胞，２种抑制剂对ＩＣＡＭ１的表达亦有明显的抑

制作用。本研究还发现 ＭＧ１３２对ＩＣＡＭ１的抑制作用较

ＳＢ２０３５８０强，ＩＣＡＭ３、ＶＣＡＭ１对２种抑制剂的反应差别不

大。这说明ＮＦκＢ通路对调节ＩＣＡＭ１的表达起主要作用。

而ＢＥＡＳ２Ｂ细胞表面ＩＣＡＭ３、ＶＣＡＭ１的表达则是２种通

路共同作用的结果。蛋白质印迹结果与流式细胞分析结果相

一致，ＢＥＡＳ２Ｂ细胞在接受中性粒细胞刺激后，激活细胞内

ＮＦκＢ、ｐ３８ＭＡＰＫ通路。

综上所述，支气管上皮细胞直接参与气道炎症过程，中性

粒细胞在与支气管上皮细胞接触后，主要通过激活支气管上皮

细胞内的ＮＦκＢ、ｐ３８ＭＡＰＫ通路，间接调控ＩＣＡＭ１、ＩＣＡＭ

３、ＶＣＡＭ１的表达，加重气道炎症反应。而 ＮＦκＢ、ｐ３８

ＭＡＰＫ通路抑制剂可有效抑制表面黏附分子的表达。本研究

探讨了炎症通路在气道炎症过程中细胞表面黏附分子表达的

作用，为临床气道炎症治疗提供一定的实验基础。
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ｏｎｉｓｍｂｙＧＭＣＳＦｏｎＴＮＦａｌｐｈａｉｎｄｕｃｅｄＣＤ８３ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｈｕ

ｍａｎｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓ［Ｊ］．ＭｏｌＩｍｍｕｎｏｌ，２００８，４６（１）：９１９６．

［１１］ＷｏｌａｃｈＢ，ｖａｎｄｅｒＬａｎＬＮ．ＧｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｓＧＣＳＦａｎｄＧＭＣＳＦ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｐｒｅｓｅｒｖｅｃｈｅｍｏｔａｘｉｓｏｆｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓａｇｉｎｇｉｎｖｉｔｒｏ

［Ｊ］．ＥｘｐＨｅｍａｔｏｌ，２００７，３５（４）：５４１５５０．

［１２］文文，赖国祥．慢性阻塞性肺疾病气道重构的研究进展［Ｊ］．医学

研究生学报，２００８，２１（１１）：１２１４１２１８．

［１３］Ｋｉｍ Ｖ，ＫｅｌｅｍｅｎＳ，ＡｂｕｅｌＨａｉｊａＭ，ｅｔａｌ．Ｓｍａｌｌａｉｒｗａｙｍｕｃｕｓ

ｍｅｔａｐｌａｓｉａａｎｄｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎｉｎｃｈｒｏｎｉｃｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅｐｕｌｍｏｎａｒｙ

ｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．ＣＯＰＤ，２００８，５（６）：３２９３３８．

［１４］ＰａｔｉｃｋＧ．Ｈｏｌｔａｎｔｉｇｅｎｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎｉｎｔｈｅｌｕｎｇ［Ｊ］．ＡｍＪＲｅｓｐｉｒ

ＣｒｉｔＣａｒｅＭｅｄ，２０００，１６２（４）：１５１１５６．

（收稿日期：２０１３１２２８）
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［３］ 汪海萍，邵燕，王志良，等．分光光度法测定废水中草甘膦的探讨

［Ｊ］．环境监测管理与技术，２０１２，２４（３）：５６５７．

［４］ 范顺利，吕超，高建磊．反相流动注射化学发光测定草甘膦［Ｊ］．理

化检验：化学分册，２００１，３７（７）：２８９２９１．

［５］ 孙楠，胡宝祥，莫为民．草甘膦的亚硝基化单扫描示波极谱法测定

及应用［Ｊ］．药，２００７，９（１）：６０９６１１．

［６］ 薛铭华，杨万兴．Ｎ亚硝基衍生化的紫外分光光度法测定草甘膦

［Ｊ］．农药，１９８２，３（２）：３１３２．

［７］ 陈姿如，吴名，陈礼明，等．血清中佐匹克隆测定的紫外分光光度

法［Ｊ］．中华劳动卫生职业病杂志，２０１３，３１（５）：５４４５４５．

［８］ 杨水莲，匡兴亚，姚峰，等．急性草甘膦中毒４例病理报道［Ｊ］．中

华职业医学，２００８，３５（２）：１３５１３７．

（收稿日期：２０１３１２１６）
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