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血管活性肠肽和表皮生长因子对支气管上皮细胞

与嗜酸性粒细胞黏附功能的影响

李 ! 翔&，邢秀梅&，张坚松
&，!
，谭宇蓉"

（ & ( 湖南师范大学医学院应用生理研究室，长沙 )&###$；" ( 中南大学湘雅医学院生理学系，长沙 )&##*+）

［摘要］! 目的：观察肺内调节肽对嗜酸性粒细胞（ ,-.）与支气管上皮细胞（ /,0）黏附功能的影响。

方法：选择血管活性肠肽（ 123）和表皮生长因子（ ,45）两种调节肽作为研究对象，观察它们对 /,0 白细

胞介素（ 267）分泌及细胞间黏附分子 8&（ 209:8&）表达的影响。结果：123、,45 可使 -%应激的 /,0 分泌

267 能力下降，并下调气道上皮 209:8& 的表达。结论：123、,45 抑制 /,0 与 ,-. 的黏附，对气道炎症起

负性调节作用，有利于减轻局部的损伤。
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@KHVMN O>PMHK；! UKH?PN=>R DQ=MNDR=>R PDRR7；! DH7=?HQN=R

［ ! "#$% &’(%) *$+,（-#. &/+），"##$，%&（’）：#**" 8#)］

! ! 支 气 管 上 皮 细 胞（ UKH?PN=>R DQ=MNDR=>R PDRR，
/,0）常经受多种应激刺激，气道上皮不仅是应激
刺激的靶细胞，还可充当传递损伤或炎症信号的

前炎症细胞。/,0 受刺激后，可通过表达黏附分
子、释放多种细胞因子、吸引和募集中性粒细胞

（ QHRSCHKQNH?BPRD>K，3:A）和嗜酸性粒细胞（ DH7=?H8

QN=R，,-.）等多种炎症反应细胞在局部浸润，产生
炎症反应。/,0 传递炎症损伤信号可能受到肺内
调节肽的调节作用，一些调节肽如血管活性肠肽

（ L>7H>PM=LD =?MD7M=?>R QDQM=TD，123）、表皮生长因子
（ DQ=TDKC>R @KHVMN O>PMHK，,45）起抑制炎症反应的
作用［&］。本研究通过测定 /,0 白细胞介素（ =?MDK8

"**
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"#$%&’，()*）的分泌及 (+,-./ 的表达，观察两种调
节肽的调节作用及机制，旨在初步探讨肺内调节

肽在炎症发生发展中的作用。

! " 材料与方法

/ 0 / ! 材料与实验动物 ! ! 新西兰兔，购自中南大
学实验动物中心，（/ 0 1 2 3 0 4）%5，雌雄不拘。67.
-( /893 培养基、胰蛋白酶、:(7、;<=、青 > 链霉素、
胎牛血清（ ?#@A" BCD&’# *#E$F，=GH）均为美国 H&5FA
公司产品；小鼠抗兔 (+,-./ 抗体购自北京中山生
物技术有限公司；免疫组织化学试剂盒购自武汉

博士德生物工程有限公司；臭氧发生器系湖南有

色金属研究院生产；IJ4 型可见分光光度计系上
海精密科学仪器有限公司生产；() ./! 放射免疫
试剂盒系北京东亚免疫技术研究院产品。

/ 0 J ! 兔 G;+ 的分离和培养 ! ! 取新西兰兔行兔
耳静脉麻醉，股动脉放血处死，无菌条件下结扎支

气管端。喉端注入含 3 0 J1K 胰蛋白酶的 67-(
/893 至充盈封口结扎，于 4I L 作用 / M，剪开支
气管，以 J 0 1K =GH 终止反应。用支气管刷刷洗
G;+，悬浮于 ! .NA’%* 中，离心 4 次，细胞计数稀释
成 /38 个 > F)。用台盼蓝排斥法计数成活率为
（OO 2 J0 J）K，PE&5M@ 染色纤毛上皮细胞占（ O9 2
J0 9）K。用含 1K =GH 以及青 > 链霉素的 /893 配
成悬液，/ Q /38 个 > 孔接种入鼠尾胶原包被的 J9
孔板，于4I L 1K +RJ饱和湿度培养箱中培养，J9
M 后换无血清培养基，接种 J9 M 后显微镜下气道
上皮细胞呈单层生长，黏壁率约为 93K S 83K。
/ 0 4 ! G;+* 分泌 () ./ 的测定 ! ! 按照试剂盒的操
作步骤，样品为 G;+*（ / Q /38 T#""* > F)）培养上清
/33 ")，将/J1 ( . () ./! 依次加入标准品与样品中，
混匀，于 9 L孵育 /8 M 以上。然后依次加入 () ./!
抗血清，室温放置 J3 F&’，再于 9 L 4 133 E > F&’ 离
心 J1 F&’，弃上清。测沉淀中放射性（ TUF），根据
标准曲线计算 () ./ 的释放量。
/ 0 9 ! G;+* 分泌 () .1 的测定 ! ! () .1 刺激嗜酸性
粒细胞增殖并使过氧化氢酶释放增加，测定骨髓

细胞与 () .1 孵育的上清液中过氧化氢酶含量可反
映 () .1 的活性。常规提取小鼠骨髓细胞，以 /3K
=GH.V;-; 配成 1 Q /38 T#""* > F)，在 /33 ") 细胞
悬液中加入 /33 ") 含 () .1 待测上清的 G;+* 培养
液，以/ W 9，/ W O，/ W /8 和 / W 4J 稀释。设置复孔，于
4I L 1K +RJ 的饱和湿度培养箱中孵育 9O M，
4 333 E > F&’离心 /3 F&’ 收获上清，取上清 /33 ")
与过氧化物酶反应液（含邻苯二胺 3 0 9 F5 > F) 的
7GH 和 3 0 3338K NJ RJ）作用 43 F&’，测 RV9XJ。以

稀释度为横坐标，吸光度为纵坐标，作酶活力曲

线。+,Y 活性（FZ）以诱导 13K 最大生物活性所
对应的待测样品稀释度的倒数表示。

/ 0 1 ! (+,-./ 蛋白表达的检测 ! ! 一抗为小鼠抗
兔 (+,-./ 单克隆抗体，二抗采用即用型 *,GH 免
疫组织化学试剂盒，按照使用说明操作，用磷酸盐

缓冲液（ 7GH）代替一抗作为空白对照。染色阳性
结 果 为 胞 质 出 现 棕 黄 色 颗 粒，染 色 结 果 用

(V,J333 图像分析系统处理，每张切片随机选取 1
个视野，每个视野内观察 13 个细胞，计算阳性细
胞数，并对免疫组织化学标记的每张切片随机选

取 /3 个阳性细胞，测其阳性胞浆平均光密度
（ RV）。
/ 0 8 ! 兔外周血 ;RH 的分离 ! ! 采集兔外周静脉
血，用 3 0 1K 肝 素 抗 凝，与 9K 多 聚 葡 萄 糖
（ 5"$TA’933）生理盐水按JW / 的体积比于室温放置
/ M，取富含白细胞的上层液 4 333 E > F&’ 离心 /1
F&’ 并溶解 6G+。将回收的白细胞置于淋巴细胞
分离液（体积比 [ / W /）中，J 333 E > F&’ 离心 /3
F&’，将下层细胞加至不连续密度梯度 7#TC"" 上，
/ 133 E > F&’ 离心 /1 F&’，收集介于 / 0 3X1 S / 0 /33
5 > F) 之间的细胞层，细胞计数为 / Q /38个 > F)。
用台盼蓝排斥法计数成活率为（ O8 2 9 0 9）K，
PE&5M@ 染色纯度为（O9 2 4 0 8）K。
/ 0 I ! ;RH 与 G;+ 黏附率测定［J］! ! G;+ 在标准
的 J9 孔板长至融合，测定前移去培养基，每孔用
67-(/893 洗涤 / 次，各调节肽预处理组于 4I L
孵育 J M 后，未应激组置于室温 J M，臭氧应激组在
室温中以臭氧攻击 J M［4.9］。处理结束后移去培养
基，将纯化的 ;RH 于 4I L /3 F&’ 预热，以 3 0 / Q
/38个 > 孔加入 J9 孔板，终体积 3 0 J1 F)，4I L /1
F&’ 后，轻轻摇动培养板，弃上清并用 67-( /893
洗涤 / 次，去除未黏附 ;RH，保留的黏附细胞加入
3 0 J1 F) 3 0 1K T#@E&F&\ 提取细胞中的过氧化物酶
（预实验观察发现 G;+ 不含过氧化物酶），取 13
") 上清加入 /13 ") 底物，室温作用 43 F&’，以 13
") J FC" > ) NJ HR9终止反应，测 RV9XJ，按浓度为
1 Q /39，/ Q /31，1 Q /31，/ Q /38，1 Q /38 稀释的

;RH 作标准曲线，求黏附率。
/ 0 O ! 实验分组及统计学处理 ! ! 实验分组：（ /）
未受应激组；（ J）臭氧（ R4）应激组；（ 4）:(7 ] R4

处理组；（9）;<= ] R4处理组。数据均以 #" 2 # 表
示，采用方差分析，两组间比较用 V$’’#@ $ 检验。
G;+ ()* 分泌、(+,-./ 表达与 ;RH 黏附功能的相
关性采用直线相关分析，% ^ 3 0 31 为差异有统计
学意义。
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! " 结 " " 果

!( %’ 肺内调节肽对兔 )*+ ,-. 分泌的影响 ’ ’ /$攻

击 ! 0 可使 )*+ ,-1% 和 ,- 1& 分泌显著增加，黏附

率从 # ( 23 增加到2( 23（ ! 4 " ( "&）；一定浓度的
5,6 与 *78 预处理后降低 /$应激的 )*+ ,-1% 和
,- 1& 水平（ ! 4 " ( "&）（表 %，表 !）。

表 #" 调节肽对 )*+ ,-1%（9: ; %"# <=>>.）分泌的影响

组’ 别
调节肽浓度（?@> ; -）

%"" %" AB %" A2 %" AC %" A%"

未受应激组 "( &$! D "( "E$’ A A A A
/$应激组 %( !!B D "( "C%FF A A A A
/$ G 5,6 A "( &&$ D "( "BC! "( 2!2 D "( "$"! "( B#C D "( "&&! "( 22B D "( "E%!

/$ G *78 A "( #E$ D "( %EE! "( BBC D "( "!B! "( C$C D "( "$C! %( %CB D "( %"&

’ ’ 与未受应激组比较，FF ! 4 "( "%；与 /$应激组比较，! ! 4 "( "&

! ( ! ’ 肺内调节肽对兔 )*+ 表达 ,+HI1% 的影响
’ ’ 免疫组织化学结果显示，/$ 应激可使 )*+
,+HI1% 蛋白表达明显增加，5,6 与 *78 预处理后
使 /$应激的 )*+ ,+HI1% 表达显著下降（图 %，!）。
! ( $ ’ 肺内调节肽对 */J 与兔 )*+ 黏附功能的
影响 ’ ’ /$应激可促进 */J 与兔 )*+ 黏附，而一
定浓度的 5,6 与 *78 预处理可抑制这一过程（表

$）。
! ( E ’ )*+ ,-. 分泌、,+HI1% 表达与 */J 黏附功能
的相关性分析 ’ ’ 相关分析显示，,- 1% 和 ,- 1& 的
分泌 与 */J 的 黏 附 显 著 相 关（ " K " ( CB，! K
"( "!$）（图 $，E），而 ,+HI1% 的表达亦与 */J 的黏
附显著相关（ " K " ( C2，! K " ( "%C）（图 &）。

表 !" 调节肽对 )*+ ,-1&（?L ; %"# <=>>.）分泌的影响

组’ 别
调节肽浓度（?@> ; -）

%"" %" AB %" A2 %" AC %" A%"

未受应激组 $E( B D %!( %’ A A A A
/$应激组 #%( # D !!( %F A A A A
/$ G 5,6 A !2( & D %"( &! $&( # D %!( %! &&( & D 2( B #!( & D %%( E
/$ G *78 A $"( E D %%( !! E%( E D E( C! &2( B D %!( % #E( # D %$( %

’ ’ 与未受应激组比较，F ! 4 "( "&；与 /$应激组比较，! ! 4 "( "&

表 $" 调节肽对 */J黏附率（3）的影响

组’ 别
调节肽浓度（?@> ; -）

%"" %" AB %" A2 %" AC %" A%"

未受应激组 2( B D %( B’ A A A A
/$应激组 %!( B D !( EF A A A A
/$ G 5,6 A #( C D E( &! 2( E D E( %! %"( B D #( "! %!( C D %( B
/$ G *78 A #( 2 D !( #! C( ! D $( %! %"( E D !( B! %!( $ D $( %

’ ’ 与未受应激组比较，F ! 4 "( "&；与 /$应激组比较，! ! 4 "( "&

图 #" 实验各组 )*+ ,+HI1% 的表达

!"#$ # *MNO=..P@9 @Q )*+ ,+HI1% P9 RPQQ=O=9S =MN=OP?=9ST> :O@UN.
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图 !" 实验各组 "#$ %$&’() 的平均光密度（*+）的比较 ! 与未受应
激组比较，, ! - ./ .0；与 *1 应激组比较，! ! - ./ .0

!"#$ ! $234567829 2: ;<= 24;7>5? @=987;A 2: "#$ %$&’() 79 @7::=6=9; =B(
4=673=9;5? C62D48

图 #" %E() 的分泌和 #*F的黏附功能的相关性
!"#$ # $266=?5;729 G=;H==9 ;<= %E() 6=?=58= 59@ 5@<=8729 65;= 2: #*F

图 $" %E(0 的分泌和 #*F的黏附功能的相关性

!"#$ $ $266=?5;729 G=;H==9 ;<= %E(0 6=?=58= 59@ 5@<=8729 65;= 2: #*F

图 %" %$&’() 的表达和 #*F的黏附功能的相关性

!"#$ % $266=?5;729 G=;H==9 ;<= =B46=88729 2: %$&’()59@ 5@<=8729 65;= 2:

#*F

# " 讨 " " 论

气道高反应表现为呼吸道对环境中一般性理

化刺激、低剂量抗原、药物、内源性免疫或炎症介

质等过渡反应，对病原微生物及毒性气体的抵抗

力降低［0］，易发生气道阻力增高和反复感染，是哮

喘、肺气肿、支气管炎等慢性阻塞性肺部疾病的共

同的临床表现和病理特征［I］。其具体发病机制还

不清楚，可能与呼吸道慢性炎症过程中出现的 %C#
增多、肺部嗜酸性粒细胞聚集、呼吸道黏液的增加

和呼吸道结构重塑有关。#*F 是气道各类过敏性
疾病发生的重要参与者。#*F 激活后，可上调黏
附分子的表达，并与 "#$ 表达的 %$&’() 结合，脱
颗粒，产生活性氧代谢产物、脂类介质、蛋白酶类

物质、细胞因子等，通过多种途径介导组织损伤，

%$&’() 是介导 "#$ 与免疫细胞浸润黏附的主要
黏附分子。J%K 和 #LM 是广泛分布于人和动物呼

吸系统内的调节肽［N］。许多研究发现 J%K 具有显
著的抗炎、抗损伤作用；J%K 可抑制 #*F 释放和黏
附功能［O().］，J%K 参与某些抗活性氧的酶蛋白的合
成，具抗损伤保护作用。#LM 可能是上皮增殖及
损伤修复的重要细胞因子，对有丝分裂、细胞周期

及细胞的黏附能力有明显的促进作用［))］；此外，

#LM 对 "#$ 具有抗臭氧损伤保护作用［)P］。本实验
发现，J%K 和 #LM 可以降低臭氧应激的 "#$ 与
#*F 的黏附，提示这两类调节肽可抑制气道上皮
的炎症或损伤反应，减轻气道高反应的发生，具有

一定意义的保护作用。#*F 与 "#$ 的黏附与 %E (
)，%E (0 的分泌及 %$&’() 的表达有关，肺内调节肽
通过调节 %E8 的分泌和 %$&’() 的表达，影响 #*F
与 "#$ 的黏附，从而影响炎症损伤信号传递过程。

（下转第 NO) 页）
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［ ’］( )*+ ,-./012，3445，##（ 63）：65#7 865$# (
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