
bral edema after traumatic brain injury and its possible relationship with aquaporin 4 ( AQP-4 ) in brain edema．
Methods The animal models of traumatic brain injury were established by free-fall attack method and divided into
four groups according to the treatment methods: blank control group，simple treatment group，cyclobufeptan ( TNF-
α inhibitor) treatment group，nimodipine ( Ca2 + channel blockers) treatment group． Western blot and PCＲ were
used to detect the expression of TNF-α and AQP-4 expression in each group and the Ca2 + concentration in brain tis-
sue was detected by GENMED cell Ca2 + concentration assay． At the same time，the degree of brain edema in trau-
matic rats in each group was detected by pathological examination． Ｒesults ① After traumatic brain injury，the
expression of TNF-α，AQP-4 and the content of Ca2 + in the brain tissue of rats treated with traumatic brain injury
were significantly higher than those in the blank control group．② Compared with the group treated with cyclopen-
tanone alone，the expression of TNF-α and AQP-4 in the brain tissue of rats decreased significantly，while the con-
tent of Ca2 + in the brain tissue decreased． The brain edema was found by imaging，the brain edema of rats in treat-
ment group was light．③ The content of Ca2 + in brain tissue of nimodipine-treated group was significantly lower than
that of the untreated group，the expression of AQP-4 was significantly decreased，while the expression of TNF-α
had no significant change． Imaging showed cerebral edema，but more than the simple treatment of rats brain edema
lighter．④ Compared with nimodipine-treated rats，the rats treated with cyclopentanone had slightly lighter brain e-
dema after treatment with Ca2 + channel blocker，but the difference was not obvious． Conclusion The expression
of TNF-α and Ca2 + in brain tissue are significantly increased after traumatic brain injury． TNF-α and Ca2 + are in-
volved in brain edema，and TNF-α may be Ca2 + upstream signal in brain edema after trauma． TNF-α may be in-
volved in post-traumatic brain edema by affecting brain cell calcium overload．
Key words traumatic brain injury; TNF-α; Ca2 + ; TNF-α inhibitor; Ca2 + channel blockers; brain edema
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普伐他汀钠对 LPS诱导的中性粒细胞 NE释放及活性的影响
陈雨虹，戴 敏，梅晓冬

摘要 目的 研究普伐他汀钠对细菌脂多糖( LPS) 诱导的
人外周血中性粒细胞弹性蛋白酶( NE) 释放及活性的影响。

方法 采用 Ficoll密度梯度离心法分离培养人外周血中性
粒细胞，瑞氏染色法鉴定中性粒细胞及胞内嗜天青颗粒，使

用 LPS刺激中性粒细胞脱颗粒，提取细胞上清液，应用比色
法检测上清液中过氧化物酶( MPO) 活性以确定合适的刺激
时间和浓度后，给予中性粒细胞 LPS刺激同时予以普伐他汀
钠处理，使用 ELISA 法检测细胞培养上清液 NE 含量，比色
法检测 NE活性。结果 LPS刺激后中性粒细胞培养上清液
中 NE的含量和活性均明显增高。普伐他汀钠处理后的细
胞培养上清液中 NE明显降低( P ＜ 0. 05) 。结论 普伐他汀
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中性粒细胞弹性蛋白酶( neutrophil elastase，
NE) 是一种存在于中性粒细胞嗜天青颗粒中的丝氨
酸蛋白酶，基因结构为 ELA2，是在 19 号染色体短臂
末端区域内含 50 个碱基的片段，含有 218 种氨基酸
和 4 个二硫键，是丝氨酸蛋白酶家族的一份子。当
中性粒细胞暴露于各种细胞因子和趋化因子刺激下

时可释放 NE，如肿瘤坏死因子( TNF-α) 、白细胞介
素 IL-8、C5a、细菌脂多糖( lipopolysaccharide，LPS )
和来自细菌壁 FMLP的三肽［1］。
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他汀类药物是羟甲基戊二酰辅酶 A ( HMG-
CoA) 还原酶抑制剂，是有效的降脂药物，目前广泛
应用于心血管疾病的治疗。但近年来许多研究［2］

显示，他汀类药物还具有显著的免疫调节和抗炎效

用。他汀类药物的多效性引起广泛的关注。他汀药
物抗炎效用的机制具体包括有抗金属蛋白酶作用、
抗氧化作用、抗炎症作用、抑制黏附分子表达、降低
C反应蛋白水平等。其中蛋白水解酶的过度活化，
是组织器官损伤的一条重要因素，包括组织蛋白酶，

NE和金属基质蛋白酶 ( matrix metalloproteinases，
MMP) ，Kamio et al［3］研究发现他汀类药物可以通
过 HMG-CoA 还原酶途径抑制成纤维细胞释放
MMP，参与细胞炎症过程。但目前尚无他汀类药物
是否能抑制人 NE 活化和过量释放的相关作用研
究。该研究在体外以 LPS 刺激中性粒细胞释放
NE，加入普伐他汀钠进行干预，了解普伐他汀钠是
否可以抑制 NE 的释放，为他汀类药物多方面应用
于临床治疗提供实验室依据。

1 材料与方法

1． 1 实验材料与试剂 TBD 淋巴细胞分离液( 天
津灏洋公司) ; ＲPMI-1640 培养基和双抗( 美国 Hy-
clone 公司 ) ; D-Hanks 液、红细胞裂解液、DMSO、
HEPES( 北京索莱宝公司) ; 胎牛血清( 天津康源公
司) ; Trueline 24 孔和 96 孔细胞培养板; LPS、普伐他
汀钠、Brij、纯化 NE( 美国 sigma公司) ; POX染液、瑞
氏 －姬萨姆复合染液( 台湾 BASO 公司) ; 髓过氧化
物酶( myeloperoxidase，MPO) 测试盒( 南京建成生物
公司) ; Methoxysuccinyl-alanyl-alanyl-prolyl-valyl pa-
ranitroanilide ( MEOSAAPVNA ) ( 美 国 SANTA 公
司) ; 人 PMN Elastase ELISA试剂盒( 美国 Abcam公
司) ; 紫外分光光度计( 美国 Beckman 公司) ; 酶标仪
( 美国 Thermo公司) 。
1． 2 实验方法
1． 2． 1 人外周血中性粒细胞提取、培养及分组处理
采用 Ficoll密度梯度离心法［4］分离培养人外周血
中性粒细胞: 取健康人群体检静脉全血 4 ml ( 体检
人群年龄段为 18 ～ 60 周岁，血标本常温放置不超过
4 h，EDTA抗凝，血液标本由安徽省立医院检验科提
供) 。取灭菌 15 ml 离心管，加入 4 ml 淋巴细胞分
离液，在分离液上层缓慢加入全血标本，放入离心

机，24 ℃、1 650 r /min ，离心 25 min。离心后取出，
此时离心管内液体分 4 层，从上往下分别是血浆层、
淋巴细胞层、分离液层、红细胞层，其中中性粒细胞

在管底。小心吸去上面三层，加入红细胞裂解液。
混匀，然后离心管置于冰盒中裂解 15 min，期间需摇
动混匀 2 次。然后1 500 r /min 离心 10 min，取出后
吸去上清液，不破坏管底沉淀。再加入红细胞裂解
液重复裂红 4 次，1 000 r /min 离心 5 min，直至沉淀
无可见红色。加入 D-Hanks 液重悬洗涤，放入离心
机1 000 r /min离心 5 min，弃上清液，重复洗涤 1 次
离心。弃上清液，加入细胞培养液( 含 10%胎牛血
清的 ＲPMI-1640 培养基) ，吹打混匀，取 10 μl 细胞
混匀液加入细胞计数板进行计数，记录细胞总数。
稀释细胞浓度至 5 × 105 个 /ml接种于 24 孔板中，放
入 CO2 培养箱，恒温 37 ℃，孵育 48 h。实验分组:
普伐他汀钠组( 0. 5 mmol /L普伐他汀钠) ; 普伐他汀
钠 + LPS 组 ( 0. 5 mmol /L 普伐他汀钠 + 1 mg /L
LPS) ; LPS组( 1 mg /L LPS) ; 正常对照组( 未加药) 。
普伐他汀钠和 LPS 均为每孔各 0. 2 ml，细胞铺板时
加入。
1． 2． 2 瑞氏染色法鉴定中性粒细胞 参考血涂片
瑞氏染色法进行改良，按上述方法提取中性粒细胞，

D-Hanks液重悬后，吸取一滴细胞悬液滴片，自然晾
干后甲醇固定液一滴覆盖，晾干后染色: 晾干玻片上

加瑞氏姬萨姆复合染液 15 ～ 20 滴覆盖玻片，10 s后
加水稀释染液，染液和水比例为 1 ∶ 3，混匀，定时 3
min，细流水冲洗，晾干，油镜下观察。
1． 2． 3 MPO 活性检测 采用比色法测定 MPO 活
性( 南京建成生物公司) ，按试剂盒说明书提取细胞

上清液样本，按比例稀释检测。测定原理: 中性粒细
胞为终末细胞，体外培养时细胞不断死亡裂解，过氧

化物酶颗粒释放入细胞上清液，取细胞培养液离心

后取上清液稀释，加入 H2O2，充分混匀后 37 ℃水浴
30 min，再加入 AH2，通过供氢体邻连茴香胺供氢后

生成黄色化合物，在 460 nm处通过比色测定产物吸
光度，从而推算出 MPO 的活力及 H2O2 减少的量和

白细胞的数目。
1． 2． 4 NE 活性检测 参照 Betsuyaku et al［5］的实
验方法，采用比色法测定各组上清液中 NE 的活性。
MEOSAAPVNA是 NE 的一种敏感性的合成底物。
准备一个 96 孔板，加入 0. 1 ml底物溶液和 0. 08 ml
的样本，底物溶液配比: 0. 2 mmol /L 的 MEOSAAPV-
NA，0. 1 mol /L的 HEPES，0. 5 mol /L 的 NaCl，0. 1%
的 Brij和 2%的 DMSO，溶液 pH 值调至 7. 5。以纯
化的弹性蛋白酶标准品做标准曲线，样本稀释后加

入已铺好底物溶液的 96 孔板中，室温( 25 ℃ ) 孵育
2 h，酶标仪设定 405 nm 处检测各孔吸光度，根据

·188·安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2018 Jun; 53( 6)



NE不同浓度梯度绘制的标准曲线推算出样本中 NE
活性水平。
1． 2． 5 ELISA 法检测细胞上清液中 NE 含量 按
人 PMN Elastase ELISA 试剂盒说明书操作，细胞培
养液从 24 孔板中提取后离心去除细胞沉淀，取上清
液，按说明稀释，试剂盒所有溶液平衡至室温，洗板

2 次，加入 0. 1 ml标准品和样本，胶粘剂薄膜覆盖，
室温 25 ℃孵化 1 h( 振荡器混匀) ，再洗板 4 次，加
入 HＲP Conjugated Antibody 继续孵育 1 h，去盖洗 4
次，加入 TMB Substrate Solution，避光孵育 20 min，酶
标仪 620 nm处检测最高标准品 OD值为 0. 9 ～ 0. 95
时，立刻加入终止液停止反应。450 nm 处检测吸光
度值。使用四参数拟合法结合标准曲线值推算样本
浓度值。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 17. 0 软件进行分析，
Graphpad Prism5. 0 作图，数据以 珋x ± s 表示，LPS 刺
激中性粒细胞释放 MPO结果使用双因素方差分析，
其余指标多组间差异比较采用单因素方差分析，P
＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 瑞氏染色结果 成功提取纯化人外周血中性
粒细胞，改良瑞氏染色后，镜下观察均为多形核白细

胞，核深染深紫色，胞质淡粉红色，均可见颗粒状物

质。见图 1。

图 1 中性粒细胞提取后瑞氏染色 × 400

2． 2 LPS 刺激中性粒细胞释放 MPO 外周血中
性粒细胞为终末细胞，从骨髓释放入血后停留 6 ～ 8
h，随后进入组织可存活 3 ～ 5 d，为研究证实 LPS 刺
激中性粒细胞释放 MPO颗粒的作用，实验以 1 mg /
L的 LPS 刺激体外培养的中性粒细胞［6］，在不同的

时间点检测 MPO 水平变化，结果显示: LPS 在体外
可以刺激中性粒细胞释放 MPO。与正常对照组相
比，LPS组在作用 48 h后对细胞中MPO水平刺激达
到最大，差异有统计学意义( F = 23. 55，P ＜ 0. 01 ) 。
未加药的正常对照组 MPO 水平随时间增加逐渐上
升，符合细胞自然死亡裂解趋势。LPS 组在 48 h 前
MPO逐渐上升，之后下降，可能由药物起效时间导
致，因此后续实验中的 LPS 组选用 1 mg /L 的 LPS
作用 48 h。见图 2。

图 2 LPS刺激后细胞上清中MPO活力比较

与正常对照组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

2． 3 普伐他汀钠对 MPO 活性的影响 根据以上
2. 1中的实验结果，以 1 mg /L 的 LPS 刺激细胞 48 h
作为对照组，同时加入不同浓度的普伐他汀钠( 0. 1、
0. 5、1、2 mmol /L) 进行干预，以同样方法测定上清液
中 MPO活性。检测结果显示: 与对照组相比，普伐他
汀钠在浓度为 0. 5 mmol /L 时对 MPO活性抑制作用
最大，且差异有统计学意义( F = 14. 34，P ＜ 0. 01 ) 。
见图 3。

图 3 不同浓度普伐他汀钠对MPO活性的影响
A: 对照组; B: 普伐他汀钠 0. 1 mmol /L 组; C: 普伐他汀钠 0． 5

mmol /L组; D: 普伐他汀钠 1 mmol /L; E: 普伐他汀钠 2 mmol /L组; 与

对照组比较: ＊＊P ＜ 0. 01
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2． 4 普伐他汀钠对 NE 活性和含量的影响 根据
2. 1 和 2. 2 测得的实验结果，将细胞分 4 组处理: 普
伐他汀钠组; 普伐他汀钠 + LPS 组; LPS 组; 正常对
照组。普伐他汀钠和 LPS 均为每孔各 0. 2 ml，细胞
铺板时加入。比色法和 ELISA 法检测细胞上清液
中 NE 活性及含量，跟正常对照组相比，LPS 组 NE
活性和含量都明显升高，加入普伐他汀钠后明显降

低，单独加入普伐他汀钠组也可显著降低，且差异均

有统计学意义( NE 活性: F = 60. 910，P ＜ 0. 01; NE
含量: F = 118. 354，P ＜ 0. 01) 。NE 活性及含量在 4
个处理组中降低和升高的趋势大致相同。见图 4。

图 4 NE含量及活性表达
A: 普伐他汀钠组; B: 普伐他汀钠 + LPS 组; C: LPS 组; D: 正常对

照组; 与正常对照组比较: ＊＊P ＜ 0. 01; 与 LPS组比较: △△P ＜ 0. 01

3 讨论

中性粒细胞是参与慢性气道炎症反应的最主要

的细胞之一，可通过释放蛋白酶等多种活性物质直

接或间接损伤气道组织［7］。MPO 主要存在于中性
粒细胞中，是嗜中性粒细胞中嗜天青颗粒释放的标

志酶，其含量多少与中性粒细胞的数目成正比［8］。
中性粒细胞活化后释放 MPO，在肺组织及外周血中
均可检测到 MPO活性显著增高。因此 MPO的相关
检测可以反应出中性粒细胞嗜天青颗粒的释放水

平。NE主要由中性粒细胞中嗜天青颗粒释放，此外
还有巨噬细胞、少量的单核细胞和 T 细胞也可释放
NE。中性粒细胞中 NE浓度可超过 5 mmol /L，每个
成熟粒细胞中大约含有 400 个阳性颗粒［9］。NE 具
有强效的杀菌活性，并且可以协助活化的中性粒细

胞吞噬病原体。此外，NE可以间接促进上皮细胞释
放有效的抗蛋白酶抗菌剂如弹力素( Elafin) ，SLPI
和人 β-防御素-2 的表达帮助宿主消灭病原体［10］。
然而，中性粒细胞又是一把双刃剑，中性粒细胞释放

NE与多种炎症性疾病有关，中性粒细胞在脱离循环

后不会存活很久，然而在慢性阻塞性肺疾病( chronic
obstructive pulmonary，COPD) 等患者长期慢性的肺
部炎症刺激下可以延长其在肺组织中的存活时间。
过高浓度的粒细胞 －巨噬细胞集落刺激因子( GM-
CSF) 的释放和 IL-10 的相对缺乏，可以促进中性粒
细胞凋亡，而 NE 能特异性地破坏巨噬细胞吞噬凋
亡中性粒细胞的功能，导致大量凋亡中性粒细胞坏

死释放更多 NE 及有害物质进入肺组织［11］。此外，
NE还可以诱导气道上皮细胞黏蛋白的生产及杯状
细胞化生，造成气道黏液高分泌状态，为细菌生长提

供有利条件。
通过对 COPD 患者各种炎症标志物的监测发

现，由中性粒细胞和巨噬细胞产生的 MMP和 NE 与
COPD炎症作用机制密切相关，这两种酶不仅影响
蛋白酶水解，而且能持续调节炎症反应［12］。在
COPD患者气道、肺泡灌洗液、诱导痰及外周血中均
可以检测到 MMP 和 NE 水平有不同程度的升高。
研究［13］证实 COPD患者急性期血清 NE水平显著升
高，NE 的表达与 COPD 的临床分期有关，急性加重
期 NE水平高于稳定期，且与 COPD 的临床分级有
关。COPD 患者每一次急性加重，都离不开肺部感
染这个重要因素，炎症细胞大量募集，细胞炎症因子

及组织蛋白酶的大量释放均导致肺气肿呈进行性加

重，且肺泡组织结构破坏后是不可逆的，在此过程

中，NE扮演了一个重要的角色。因此降低 COPD患
者 NE 水平对于改善气道重塑，延缓肺气肿进展有
非常重要的意义。
目前他汀类药物对 COPD患者的疗效意见尚不

统一，Criner et al［14］通过一项大型前瞻性、多中心、
随机对照试验研究证明辛伐他汀对中度及重度

COPD 急性加重频率没有影响，而 Ｒaymakers et
al［15］的一项基于人群的队列研究调查了他汀类药
物的使用或可降低 COPD患者全因死亡率和肺相关
死亡率，同时有相关回顾性研究［16］表明他汀类药物

可降低 COPD恶化率和严重程度，减少患者住院率
和死亡率。目前各类研究对 COPD疗效评价的指标
不同，COPD是一种慢性疾病，多数还伴有全身炎症
反应及其他系统疾病，临床研究中有无法避免的干

扰因素存在，且在不同研究中患者入选标准及他汀

类药物作为 COPD 辅助用药的疗程及剂量不同，这
些都有可能是研究结果出现分歧的原因。而许多动
物模型及体外实验受到的干扰较小，因此可以从多

方面证实他汀药物的多效性。
本研究结果显示，LPS 可以刺激体外培养的中
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性粒细胞释放胞内嗜天青颗粒，检测上清液中 MPO
及 NE 水平随之升高，而加入普伐他汀钠可以显著
降低 MPO及 NE水平，从抗蛋白酶作用的方面提示
了他汀药物的又一条效用，为他汀类药物或可应用

于 COPD辅助治疗，改善患者预后提供了新的依据。
但体外细胞水平研究有局限性，未能结合组织病理

及临床病例证实研究结论，有待在今后的研究中进

一步完善实验对象及方法进行深入探索。
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Pravastatin sodium inhibits the release and activity of human
peripheral blood neutrophil elastase induced

by lipopolysaccharide
Chen Yuhong，Dai Min，Mei Xiaodong

( Dept of Ｒespiratory Medicine，The Affiliated Provincial Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230001)

Abstract Objective To study the effects of pravastatin sodium on the release and activity of neutrophil elastase
( NE) in human neutrophile granulocyte induced by lipopolysaccharide( LPS) ． Methods Human neutrophile gran-
ulocyte were isolated by Ficoll density gradient centrifugation，neutrophils and intracellular azurophilic granules
were identified by myeloperoxidase( MPO) staining，LPS stimulated degranulation of neutrophils． The MPO activity
in the supernatant was measured by colorimetric assay to determine the appropriate stimulus time and concentration，
and neutrophil was treated with pravastatin sodium after LPS stimulation． ELISA mothed was used to detect the cell
culture supernatant of NE content and NE activity was detected by colorimetric method． Ｒesults The content and
activity of NE in the supernatant were significantly increased after LPS stimulation． The NE in the supernatant of
the cells treated with pravastatin was significantly lower( P ＜ 0. 05 ) ． Conclusion Pravastatin sodium can reduce
neutrophil degranulation induced by LPS stimulation and decrease the release and activity of NE．
Key words pravastatin sodium; neutrophil elastase; lipopolysaccharide; myeloperoxidase
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