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摘要 目的 研究多聚左旋精氨酸( PLA) 对 NCI-H292 细胞

分泌白细胞介素( IL) -6、IL-8、IL-13、嗜酸性粒细胞趋化因子

( Eotaxin) 的影响。方法 将 NCI-H292 细胞分为对照组( 培

养液) 、脂多糖 ( LPS) 组 ( 5 μg /ml) 、PLA 组 ( Max = 40 μg /
ml) 、LPS + PLA 组、LPS + PLA + 肝素组。采用 ELISA 法检测

各组 IL-6、IL-8、IL-13、Eotaxin 的水平，并比较各组间的差异。

结果 LPS + PLA 组 IL-6、IL-8、Eotaxin 的水平明显高于对照

组、LPS 组、PLA 组( P ＜ 0. 05) ，而 LPS 组、PLA 组与对照组比

较，IL-6、IL-8、Eotaxin 的水平差异无统计学意义( P ＞ 0. 05) ;

各组 IL-13 的水平差异无统计学意义 ( P ＞ 0. 05) ; 而肝素能

够降低 LPS + PLA 组 IL-6、IL-8、Eotaxin 的水平 ( P ＜ 0. 05 ) 。

结论 PLA 促进 LPS 诱导 NCI-H292 细胞 IL-6、IL-8、Eotaxin

的表达，但肝素可抑制其表达; 而 PLA 对 IL-13 的表达没有

影响。
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支气管哮喘是一种以多种炎性细胞浸润及气道

高反应为特征的可逆性气道阻塞性疾病［1］，其中嗜

酸性粒细胞( eosinophil，Eos) 在气道黏膜的浸润是

以哮喘为主要特征。在患者支气管活检组织、肺泡

灌洗液和外周血中均发现活化的 Eos，其活化后释

放的颗粒主要是嗜酸性粒细胞阳离子蛋白 ( eosino-
phil cationic protein，ECP) ，而在支气管哮喘气道高

反应性( airway hyperresponsiveness，AHＲ) 的病理过

程中，上皮细胞起着重要作用。ECP 通过改变上皮

细胞功能或直接细胞毒作用而影响气道上皮细胞，

释放多种细胞因子如: 白细胞介素( interleukin，IL) -
6、IL-8、IL-13、嗜酸性粒细胞趋化因子 ( Eotaxin) 等

参与 AHＲ。作为 ECP 的类似物，多聚左旋精氨酸

( poly-L-arginine，PLA) 具有与 ECP 相似的生物学活

性。该实验旨在通过气道上皮细胞来研究 PLA 在

气道炎症反应中的作用以及肝素对其影响。

1 材料与方法

1． 1 细胞来源 上皮细胞系 NCI-H292 是一种人

肺腺癌细胞系，属于肺泡Ⅱ型上皮细胞，单层贴壁生

长，购自美国 ATCC 公司。
1． 2 主要试剂 脂多糖( lipopolysaccharide，LPS) 、
PLA 均购自美国 Sigma 公司; 肝素购自江苏万邦生

化医药公司; 胎牛血清、ＲPMI 1640 购自美国 Gibco
公司; ELISA( IL-6、IL-8、IL-13、Eotaxin) 试剂盒购自

上海森雄公司。
1． 3 细 胞 培 养 NCI-H292 细 胞 在 常 规 培 养 基

( ＲPMI 1640 + 10% 胎牛血清 + 100 U /ml 青霉素 +
100 μg /ml 链霉素) 中培养［2］，37 ℃含 5% CO2 培养

箱中孵育，当细胞长至 70% ～ 80% 时开始传代，每

周传代 2 次，用于后续试验。
1． 4 ELISA 法检测细胞因子 IL-6、IL-8、Eotaxin、
IL-13 的表达 准备一定量的 NCI-H292 细胞过夜，

在加入刺激物之前，用不含血清的 ＲPMI 1640 再洗

1 次，以去除内源性细胞因子和排除血清的影响［3］，

以不加任何刺激物的细胞作为阴性对照，依照试验

设计加入 LPS( 5 μg /ml) 、PLA( Max = 40 μg /ml) 、肝
素( 100 U /ml) ，37 ℃ 孵育 20 h 后，收集上清液，采

用 ELISA 法分别检测各组 IL-6、IL-8、Eotaxin、IL-13
的水平。
1． 5 统计学处理 采用 SPSS 16. 0 统计软件分析，

数据以 珋x ± s 表示。多组间比较采用单因素方差分

析( one-way ANOVA) ; 两两比较方差齐时采用 LSD
检验，方差不齐时采用 Dunnett’s T3 检验。

2 结果

2． 1 PLA 在 LPS 刺激后增加 IL-6、IL-8 的释放

一定浓度的 PLA( 5 ～ 20 μg /ml) 明显促进 LPS 诱导

的 NCI-H292 细胞 IL-6、IL-8 的水平( P ＜ 0. 01 ) ; 与

对照组比较，LPS 组、PLA 组 IL-6、IL-8 的水平差异
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无统计学意义( P ＞ 0. 05) ，且在 PLA 为 5 μg /ml 时

IL-6、IL-8 的水平最高，但差异无统计学意义 ( P ＞
0. 05) 。见图 1。

图 1 PLA 与 LPS 联合刺激 NCI-H292 细胞其 IL-6、IL-8 的水平

与 LPS 组( LPS = 5 μg /ml，PLA = 0 μg /ml) 比较: ＊＊P ＜ 0. 01; 与

对照组［PLA 组( LPS = 0 μg /ml) ］比较: ##P ＜ 0. 01

2． 2 PLA 在 LPS 刺激后增加 Eotaxin 的释放 一

定浓度的 PLA( 5 ～ 40 μg /ml) 明显促进 LPS 诱导的

NCI-H292 细 胞 Eotaxin 的 水 平 ( P ＜ 0. 01，P ＜
0. 05) ; 与对照组比较，LPS 组、PLA 组 Eotaxin 的水

平差异无统计学意义 ( P ＞ 0. 05 ) ，且在 PLA = 20
μg /ml 时 Eotaxin 的水平最高，但差异无统计学意义

( P ＞ 0. 05) 。见图 2。
2． 3 PLA 在 LPS 刺激后对 IL-13 的水平无影响

不论有无 LPS 刺激，不论 PLA 浓度多大，各组 IL-13
的水平差异无统计学意义 ( P ＞ 0. 05) 。见图 3。
2. 4 肝素降低 PLA 与 LPS 联合刺激下 IL-6、IL-
8、Eotaxin 的水平 当 LPS、PLA 均为 5 μg /ml 时，

IL-6、IL-8 的表达水平出现高峰，一定浓度的肝素

( 100 U /ml) 降低 LPS( 5 μg /ml) + PLA( 5 μg /ml) 组

IL-6、IL-8 水平( P ＜ 0. 01) ，而 Eotaxin 的表达在 PLA
=20 μg /ml 时出现高峰，100 U /ml 的肝素降低 LPS

( 5 μg /ml) + PLA ( 20 μg /ml) 组 Eotaxin 水平 ( P ＜
0. 05) 。见图 4。

图 2 PLA 与 LPS 联合作用 NCI-H292 细胞其 Eotaxin 的水平

与 LPS 组( LPS = 5 μg /ml，PLA = 0 μg /ml) 比较: ＊＊P ＜ 0. 01; 与

对照组［PLA 组( LPS = 0 μg /ml) ］比较: #P ＜ 0. 05

图 3 PLA 与 LPS 联合作用 NCI-H292 细胞其 IL-13 的水平

图 4 肝素降低 PLA 与 LPS 共同作用 NCI-H292 细胞

IL6、IL-8、Eotaxin 的水平

与 LPS + PLA + 肝素组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01
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3 讨论

支气管哮喘是一种由多种细胞及细胞因子参与

的慢性气道炎症，其发生过程是气道炎症、AHＲ、气
道重构三联征; 其发病及演变主要受控于 Th2 型细

胞因子［4］。病理检查显示有大量炎症细胞的浸润，

在此过程中，一些细胞因子起重要的促进作用，如

IL-6、IL-8、IL-13、Eotaxin 等促进炎症细胞的聚集、活
化和炎症介质的释放。在正常的情况下，其表达及

分泌受机体严格调控，但在病理情况下会出现异常

表达，如细胞因子表达过高，从而引起炎症、自身免

疫性疾病、超敏反应等。
IL-6 是一种多活性、调节急性相反应和炎症的

重要因子，主要参与哮喘的急性发作; 在血清及肺泡

灌洗液中均可发现 IL-6 水平明显升高，IL-6 可反映

气道炎症情况，作为支气管哮喘急性发作的指标之

一。IL-8 又称中性粒细胞趋化因子，能够选择性趋

化中性粒细胞进入气道，并诱导和增强中性粒细胞

脱颗粒和杀菌作用，同时吸引 Eos、淋巴细胞向炎症

部位聚集，并促使其释放 ECP 等炎症介质，参与气

道炎症及 AHＲ 形成。该研究显示: 哮喘大鼠血清、
肺泡灌洗液中 IL-8 水平明显升高; 用外源性抗 IL-8
抗体中和 IL-8 能抑制中性粒细胞的聚集及其介导

的组织损伤。IL-13 是 Th2 类细胞因子，主要通过

STAT6 信号途径调控基因表达引起 AHＲ［5］; 但对缺

乏 IL-13 的小鼠，IL-13 对诱导 AHＲ 是必须的，同时

引入外源性 IL-13 可直接激活引起 AHＲ 的途径，可

不需要 Eos 及 IL-4 的表达。
Eotaxin 是近年发现的趋化因子，主要来源于气

道上皮细胞，在参与哮喘发生的众多趋化因子中，唯

有 Eotaxin 对 Eos 具有特异性趋化活性，主要促进

Eos 在肺内募集并使其活化，从而引起组织损伤。
研究［6］显示，在大鼠血清、肺泡灌洗液及肺组织中

均发现 Eotaxin 呈高表达，在典型哮喘及咳嗽变异性

哮喘患者血清中 Eotaxin 的浓度明显升高，且与 Eos
计数呈正相关［7］。

本实验研究显示，在 LPS 的诱导下，一定浓度

的 PLA 显著升高 NCI-H292 细胞 IL-6、IL-8、Eotaxin
的水平，并且 IL-6、IL-8 在 PLA 为 5 μg /ml 时出现高

峰; 而 Eotaxin 水平在 PLA 0 ～ 40 μg /ml 之间逐渐

升高，在 PLA 为 20 μg /ml 时出现高峰，可能与 PLA
联合 LPS 诱导 NCI-H292 细胞释放细胞因子的机制

不同有关。推测 PLA 可促进 IL-6、IL-8、Eotaxin 表

达，从而趋化中性粒细胞、Eos、淋巴细胞等向气道聚

集，引起气道炎症反应; 但 IL-13 的水平在 LPS 与

PLA 联合作用下未见明显变化，推测 IL-13 可能不

通过 Eos 发挥作用，可能直接作用于气道上皮细胞

或通过其他信号通路等引起 AHＲ。
肝素作为最有效的抗凝剂之一，在体内外均能

延缓或阻止血液凝固; 肝素已用于治疗支气管哮喘，

特别是难治性哮喘，其治疗作用是改善血流动力学

从而改善肺循环［8］; 肝素具有阴离子电荷及黏多糖

结构; 而内源性肝素能够抑制 Eos 向炎性区域聚集，

并且使阳离子蛋白引起的组织损伤减轻。在本实验

中，肝素能够抑制 PLA 在 LPS 诱导下 IL-6、IL-8、
Eotaxin 释放，肝素可能中和 PLA 对细胞的毒性作

用，抑制 PLA 对细胞因子的表达。
综上所述，PLA 能够显著促进炎症介质 IL-6、

IL-8、Eotaxin 的释放，引起或加重气道炎症反应，从

而引起哮喘发作; 而肝素能够拮抗 PLA 的作用。随

着对支气管哮喘研究的不断深入，信号传导对各种

细胞 因 子、炎 症 介 质 的 调 节 已 成 为 热 点 研 究 之

一［9］，而阻断这些炎症介质引起哮喘发作的信号通

路为哮喘的治疗提供了更广阔的思路。
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Poly-L-arginine regulate inflammatory mediator production
by airway epithelial cells NCI-H292 in vitro

Tang Wei，Fan Xiaoyun，Lu Zhaoshuang，et al
( Dept of Geriatric Pulmonology，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022)

Abstract Objective To study the effect of interleukin ( IL) -6，IL-8，IL-13，Eotaxin epithelial cells NCI-H292 by
poly-L-arginine ( PLA) ． Methods NCI-H292 cells were divided into control group( culture solution) ，lipopolysac-
charide ( LPS) group( 5 μg /ml) ，PLA group ( Max = 40 μg /ml) ，LPS + PLA group and LPS + PLA + heparin
group． The expressions of IL-6，IL-8，IL-13 and Eotaxin were determined by ELISA，and compared the differences
among the groups． Ｒesults IL-6，IL-8 and Eotaxin levels in LPS + PLA group were significantly higher than other
groups ( P ＜ 0. 05) ; but there was no statistical significance among LPS group，PLA group and the control group ( P
＞ 0. 05) ; and also no statistical significance on IL-13 among each group( P ＞ 0. 05) ; but heparin could reduce the
levels of cytokines in LPS + PLA group ( P ＜ 0. 05) ． Conclusion PLA can increase the expression of IL-6，IL-8，

Eotaxin in NCI-H292 cells association with LPS，but heparin can inhibit the expression of cytokines; and there has
no effect on IL-13．
Key words asthma; poly-L-arginine; interleukin-6; interleukin-8; interleukin-13; Eotaxin; heparin

stim1 和 orai1 蛋白在哮喘大鼠支气管平滑肌中的表达
王 丽1，丁圣刚1，李忠强2，王亚亭1

摘要 目的 研究基质交感分子 1 ( stim1) 和钙离子释放激

活钙离子通道蛋白 1 ( orai1 ) 在哮喘气道平滑肌细胞中表达

水平的变化。方法 选取 40 只清洁级 SD 大鼠随机分为对

照组和哮喘组，其中哮喘组用鸡卵清蛋白 ( OVA) 激发制备

大鼠哮喘模型 ( n = 20 ) ，对照组用生理盐水代替 ( n = 20 ) 。

肺组织病理切片 HE 染色判断哮喘模型是否建立成功，分析

支气管肺泡灌洗液( BALF) 中的细胞总数及分类计数，应用

免疫组化技术及彩色病理图文分析系统测定 stim1 和 orai1

蛋白阳性细胞平均光密度值。结果 肺组织病理切片 HE

染色镜下观察呈现大量炎细胞浸润，支气管黏膜肿胀，支气

管腔内可见黏液栓等，证实哮喘模型建立成功。哮喘组中大

鼠 BALF 中细胞总数、中性粒细胞、嗜酸性粒细胞计数明显

高于对照组，差异有统计学意义( P ＜ 0. 01) 。哮喘组大鼠支

气管平滑肌表达 orai1 蛋白阳性细胞平均光密度值明显高于
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对照组( P ＜ 0. 05) 。哮喘组和对照组大鼠支气管平滑肌表

达 stim1 蛋白阳性细胞的平均光密度值无明显差异 ( P ＞

0. 05) 。结论 orai1 蛋白在哮喘大鼠气道平滑肌细胞中表

达变化较 stim1 蛋白明显，对支气管平滑肌调节作用可能更

重要。

关键词 基质交感分子 1; orai1 蛋白; 哮喘; 平滑肌细胞
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钙库调控钙离子内流( store operated calcium en-
try，SOCE) 在机体生理、病理活动中起着重要作用，

参与细胞的生长、迁移、增殖与分化，同时与机体免

疫细胞、炎症细胞以及结构细胞发挥作用有密切关

系［1 － 2］。钙离子释放激活钙离子通道蛋白 1 ( calci-
um release-activated calcium channel protein 1，orai1)

和基 质 交 感 分 子 1 ( stromal interaction molecule l，
stim1) 是构成 SOCE 的重要分子，orai1 被公认为介

导 SOCE 通道中 Ca2 + 内流的离子通道，stim1 被认为

是胞内钙库 Ca2 + 的“传感器”，Ca2 + 敏感区是细胞内

质网 ( endoplasmic reticulum，EＲ) 腔内的 EF-hand
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