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　　［摘要］　目的　探讨香烟烟雾提取物（ＣＳＥ）在呼吸道上皮细胞间质性转化（ＥＭＴ）中的作用，为进一步研究香烟烟雾提取物

在慢性阻塞性肺疾病（ＣＯＰＤ）气道重构发生机制提供新的线索。方法　用不同浓度（０％、０．５％、１．０％、２．５％、５．０％，其中浓度０

作为对照组）的ＣＳＥ刺激呼吸道上皮细胞ＢＥＡＳ２Ｂ７２ｈ，逆转录ＰＣＲ检测Ｅ钙粘蛋白（Ｅｃａｄ）、Ｎ钙粘蛋白（Ｎｃａｄ）ｍＲＮＡ表达

情况，酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）检测细胞培养上清液中ＴＧＦβ１浓度；用２．５％ＣＳＥ刺激ＢＥＡＳ２Ｂ细胞不同时长（０、１２、２４、４８

ｈ，其中时间０ｈ作为对照），倒置显微镜下观察细胞形态变化，逆转录ＰＣＲ检测Ｅｃａｄ、Ｎｃａｄ、补体Ｃ３ｍＲＮＡ表达情况，ＥＬＩＳＡ

法检测细胞培养上清液中ＴＧＦβ１、过敏毒素Ｃ３ａ浓度。结果　在不同浓度的ＣＳＥ刺激ＢＥＡＳ２Ｂ细胞７２ｈ后，ＣＳＥ各浓度刺激

组较对照组ＥｃａｄｍＲＮＡ表达下调，ＮｃａｄｍＲＮＡ表达增加，且呈浓度依赖性（犘＜０．０５）；ＥＬＩＳＡ法检测细胞培养上清液中ＴＧＦ

β１水平，ＣＳＥ各浓度刺激组较对照组增加（犘＜０．０５）；２．５％ＣＳＥ在不同时间点作用ＢＥＡＳ２Ｂ细胞，刺激组细胞呈梭形改变，ＣＳＥ

各时间段刺激组较对照组 ＥｃａｄｍＲＮＡ表达减少，补体Ｃ３、ＮｃａｄｍＲＮＡ表达增加，且呈时间依赖性（犘＜０．０５），ＣＳＥ各时间段

刺激组细胞培养上清液中ＴＧＦβ１、Ｃ３ａ水平较对照组增加（犘＜０．０５）。结论　ＣＳＥ可诱导正常的呼吸道上皮细胞ＢＥＡＳ２Ｂ发生

ＥＭＴ，补体Ｃ３激活可能参与此过程。
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　　慢性阻塞性肺疾病（ｃｈｒｏｎｉｃｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅｐｕｌｍｏｎａｒｙｄｉｓ

ｅａｓｅ，ＣＯＰＤ）是一种常见的气道慢性炎症性疾病，其特征是持

续的气流受限，这种气流受限通常进行性加重。ＣＯＰＤ病理学

改变主要表现为气道上皮细胞变性、坏死，上皮纤维化，基底膜

增厚，黏液分泌腺肥大和杯状细胞增多，黏液分泌增加。目前，

ＣＯＰＤ的病因和发病机制不清楚，普遍认为与气道和肺组织对

香烟烟雾等有害气体或有毒颗粒的异常反应有关。

气道重塑是ＣＯＰＤ患者气流受限的病理生理学改变的基

础。气道重塑可发生于多种气道疾病，是气道慢性炎症所致气

道上皮下纤维化的结果。肌成纤维细胞在纤维化发生过程中

起着重要作用，目前推测其主要来源有：循环中来源于骨髓的

成纤维细胞的迁入、上皮细胞间质性转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙ

ｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）、病灶局部成纤维细胞的活化，３０％～

４０％的肌成纤维细胞来源于ＥＭＴ
［１］。ＥＭＴ与损伤修复、组织

再生和器官纤维化密切相关。普遍认为香烟烟雾主要引起组

织细胞产生过多的活性氧造成组织损伤，但是香烟烟雾在

ＣＯＰＤ患者气道重塑过程中的作用并不清楚。香烟烟雾作为

一种损伤性刺激，可以造成细胞功能和结构损伤。最近研究显

示，免疫机制可能参与组织损伤修复过程。气道上皮细胞修复

与再生是一个动态过程，反复损伤导致上皮细胞修复信号通路

持续激活，这种上皮细胞的修复过程与细胞或体液中产生的炎

性介质密切相关。过敏毒素Ｃ３ａ是其中的一种炎性介质，它是

补体系统活化过程中产生的具有炎性介质作用的活性片段。

研究发现，除了它的促炎作用外，过敏毒素Ｃ３ａ可能参与了组

织损伤后的修复过程［２４］。

本实验旨在通过体外利用香烟烟雾提取物（ｃｉｇａｒｅｔｔｅ

ｓｍｏｒｅｅｘｔｒａｃ，ＣＳＥ）刺激呼吸道上皮细胞，分别检测上皮性细

胞分子标记和间叶性细胞分子标记表达变化，验证香烟烟雾是

否在气道 ＥＭＴ 过程中起促进作用及是否伴有补体 Ｃ３的

激活。

１　材料与方法

１．１　材料　ＢＥＡＳ２Ｂ细胞购买于上海拜力生物科技有限公

司，是ＳＶ４０病毒转染的人支气管上皮细胞，核型接近于二倍

体，在体外易于人工培养和传代，能够无限生长，无自发转化能

力，尚未获得恶性转化特性，符合研究细胞转化实验的细胞选

用原则。

１．２　方法

１．２．１　１００％ＣＳＥ制备
［５］
　使红金龙牌香烟燃烧的烟雾通过

液体后溶入ＰＢＳ中，即为原液，含香烟烟雾的ＰＢＳ在超净工作

台内经０．２２μｍ 针式过滤器过滤，然后调节吸光值 犃３２０＝

３．０±０．１，此时的溶液即为１００％ＣＳＥ，３０ｍｉｎ内用于实验。

用不同浓度（０％、０．５％、１．０％、２．５％、５．０％，其中浓度０作为

对照组）的ＣＳＥ刺激呼吸道上皮细胞ＢＥＡＳ２Ｂ７２ｈ，用逆转录

ＰＣＲ检测Ｅ钙黏蛋白（Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ，Ｅｃａｄ）、Ｎ钙黏蛋白（Ｎｃａｄ

ｈｅｒｉｎ，Ｎｃａｄ）ｍＲＮＡ表达情况，酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）检

测细胞培养上清液中ＴＧＦβ１浓度；用２．５％ ＣＳＥ在不同时间

（０、１２、２４、４８ｈ，其中０ｈ为对照组）刺激ＢＥＡＳ２Ｂ细胞，０ｈ为

对照组，倒置显微镜下观察细胞形态变化，逆转录ＰＣＲ检测

Ｅｃａｄ、Ｎｃａｄ、Ｃ３ｍＲＮＡ表达情况，ＥＬＩＳＡ法检测细胞培养上

清液中ＴＧＦβ１、Ｃ３ａ浓度。

１．２．２　细胞培养　ＢＥＡＳ２Ｂ细胞接种于培养皿，用 ＲＰＭＩ

１６４０（含２５ｎｇ／ｍＬｒｈＥＧＦ、１０μｇ／ｍＬＩＮＳ、０．４μｇ／ｍＬＨＣ、

５％ＦＢＳ、１００Ｕ／ｍＬ青霉素、１００μｇ／ｍＬ链霉素）培养基，置于

５％ＣＯ２、饱和湿度、３７℃培养箱培养，每２～３天传代１次，实

验时取对数生长期细胞。参照文献 ＣＳＥ细胞毒性实验结

果［５］，ＣＳＥ刺激浓度分别为０％、０．５％、１．０％、２．５％、５．０％。

１．２．３　总ＲＮＡ提取及ＰＣＲ　用Ｔｒｉｚｏｌ试剂参照说明书提取

总ＲＮＡ，测定犃２６０／犃２８０吸光度判断纯度和浓度后取２μＬ总

ＲＮＡ使用ｃＤＮＡ反转录试剂盒进行反转录ＤＮＡ。实验中所

用引物由上海生工生物工程有限公司设计并合成，引物信息见

表１。ＰＣＲ反应过程：反应体系２５μＬ，９４℃预变性３ｍｉｎ；９４

℃变性３０ｓ，５２℃退火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，共３０个ＰＣＲ循

环；最后７２℃总延伸１０ｍｉｎ。

１．２．４　琼脂糖凝胶电泳及灰度定量　洗净制胶板，并安插好

梳子，晾干备用；称取０．４ｇ琼脂粉，放入烧杯中，取２０ｍＬ

０．５×ＴＢＥ加入烧杯中；将烧杯放入微波炉中，中低火２ｍｉｎ，

取出；冷却至大约６０℃后，加入３μＬⅠ型Ｇｌｏｄｖｉｅｗ，充分混

匀；将胶快速倒入制胶板中，避免气泡形成，冷却３０ｍｉｎ；用６×

Ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ与ＰＣＲ产物按１∶５比例于一次性薄膜手套上

混匀后加入上样孔中；１１０Ｖ，２ｍｉｎ出孔，８０Ｖ，４５ｍｉｎ电泳，

待溴酚蓝距离边沿还有１ｃｍ时即可停止电泳；通过凝胶成像

仪拍照，利用ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅＶｅｒ４．５２凝胶定量分析软件对所

形成的电流条带图进行定量分析。

１．３　统计学处理　采用 ＳＰＳＳ１７．０软件进行数据分析，

ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍＶｅｒ．６．０２统计学软件作图，计量资料以狓±狊

表示，比较采用狋检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

表１　　ＰＣＲ基因引物序列信息

基因 序列（５′３′） 序号 产物大小（ｂｐ） 退火温度（℃）

Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ Ｆ：ＣＴＴＧＧＴＣＴＡＣＧＣＣＴＧＧＧＡＣＴ ＮＭ＿００４３６０．３ ４９１ ５３

Ｒ：ＡＴＴＣＧＧＧＣＴＴＧＴＴＧＴＣＡＴＴＣ

Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ Ｆ：ＡＧＧＴＴＴＧＣＣＡＧＴＧＴＧＡＣＴＣＣ ＮＭ＿００１７９２．３ ３４４ ６０

Ｒ：ＧＧＧＴＣＴＴＴＣＡＴＣＣＡＴＴＣＧＴＣ

Ｃ３ Ｆ：ＡＣＴＣＣＡＣＡＡＴＣＣＡＧＣＣＴＴＣＴ ＮＭ＿００００６４．２ ５００ ５６

Ｒ：ＧＣＴＣＣＧＴＴＴＣＡＴＣＣＡＧＧＴＡＡ

βａｃｔｉｎ Ｆ：ＡＧＣＧＡＧＣＡＴＣＣＣＣＣＡＡＡＧＴＴ ＮＭ＿００１１０１．３ ２８５ ５２

Ｒ：ＧＧＧＣＡＣＧＡＡＧＧＣＴＣＡＴＣＡＴＴ
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２　结　　果

２．１　不同浓度的ＣＳＥ作用呼吸道上皮细胞，对Ｅｃａｄ、Ｎｃａｄ

ｍＲＮＡ表达的影响　不同浓度（０．５％、１．０％、２．５％、５．０％）

的ＣＳＥ作用于呼吸道上皮细胞ＢＥＡＳ２Ｂ７２ｈ后，与对照组比

较，随着ＣＳＥ浓度的增加，上皮性细胞的分子标记ＥｃａｄｍＲ

ＮＡ的表达逐渐减少，间质性细胞分子标记ＮｃａｄｍＲＮＡ的表

达逐渐增加，并且成浓度依赖性变化。本实验对３次独立实验

ＰＣＲ扩增产物的电泳条带进行灰度变化的定量分析，得到同

样的结果（犘＜０．０５），见图１；当 ＣＳＥ的浓度为２．５％时，Ｅ

ｃａｄ、ＮｃａｄｍＲＮＡ的表达出现明显变化，因此采用２．５％ＣＳＥ

进行后续实验。

　　：犘＜０．０５，与对照组比较。Ｍ：ＤＮＡ分子标记物；１：对照组；２：

０．５％ＣＳＥ组；３：１．０％ＣＳＥ组；４：２．５％ＣＳＥ组；５：５．０％ＣＳＥ组。

图１　　ＣＳＥ对Ｅｃａｄ、ＮｃａｄｍＲＮＡ表达的影响

２．２　２．５％ＣＳＥ作用不用时间后细胞形态变化　本实验分别

观察了不同时间点（０ｈ、１２ｈ、２４ｈ、４８ｈ），正常呼吸道上皮细

胞均成椭圆形生长，当受到ＣＳＥ刺激后，细胞形态呈梭形改

变，同时实验中观察到，ＣＳＥ刺激组细胞的生长较对照组增殖

缓慢，见图２。

图２　　观察呼吸道上皮细胞ＢＥＡＳ２Ｂ

形态改变（×１００）

２．３　２．５％ＣＳＥ不同时间对 Ｅｃａｄ，ＮｃａｄｍＲＮＡ 表达的影

响　用２．５％ＣＳＥ刺激呼吸道上皮细胞ＢＥＡＳ２Ｂ，在不同的时

间点（０、１２、２４、４８ｈ），ＲＴＰＣＲ法检测２．５％ＣＳＥ对Ｅｃａｄ、Ｎ

ｃａｄｍＲＮＡ表达的影响，与对照组比较，ＥｃａｄｍＲＮＡ表达减

少，ＮｃａｄｍＲＮＡ表达增加，呈时间依赖性。本实验对３次独

立实验ＰＣＲ扩增产物的电泳条带进行灰度变化的定量分析，

得到同样的结果（犘＜０．０５），见图３。进一步确定了ＣＳＥ可诱

导ＢＥＡＳ２Ｂ细胞发生ＥＭＴ过程。

　　：犘＜０．０５，与对照组比较。

图３　　２．５％ＣＳＥ对Ｅｃａｄ、ＮｃａｄｍＲＮＡ表达的影响

２．４　ＣＳＥ诱导转化生长因子ＴＧＦβ１表达增加　不同浓度的

ＣＳＥ（０％、０．５％、１．０％、２．５％、５．０％）刺激ＢＥＡＳ２Ｂ细胞７２

ｈ后，与对照组比较，随着ＣＳＥ浓度增加，ＴＧＦβ１表达增加，

呈浓度依赖性变化（犘＜０．０５）；２．５％的ＣＳＥ刺激ＢＥＡＳ２Ｂ细

胞，在不同的时间点（０、１２、２４、４８ｈ），与对照组比较，ＴＧＦβ１

表达呈时间依赖性增加（犘＜０．０５），见图４。

　　：犘＜０．０５，与对照组比较。

图４　　ＣＳＥ对ＴＧＦβ１表达的影响

２．５　２．５％ＣＳＥ激活补体Ｃ３系统　２．５％ＣＳＥ刺激呼吸道上

皮细胞ＢＥＡＳ２Ｂ，在不同的时间点检测补体Ｃ３ｍＲＮＡ表达，

与对照组比较，ＣＳＥ各浓度刺激组Ｃ３ｍＲＮＡ的表达逐步增

加，呈时间依赖性变化（犘＜０．０５）。２．５％ＣＳＥ刺激呼吸道上

皮细胞ＢＥＡＳ２Ｂ，在不同的时间点检测上清液中过敏毒素Ｃ３ａ

水平，与对照组比较，ＣＳＥ各浓度刺激组上清液中过敏毒素

Ｃ３ａ的浓度逐步表达增加（犘＜０．０５），见图５。
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　　：犘＜０．０５，与对照组比较。

图５　　Ｃ３ａｍＲＮＡ在不同时间点的表达水平

３　讨　　论

　　吸烟是 ＣＯＰＤ发病的主要危险因素，本实验通过体外

ＣＳＥ刺激呼吸道上皮细胞模拟ＣＯＰＤ患者香烟烟雾暴露，寻

求吸烟与ＣＯＰＤ发病（或气道重构）的相关性。目前已经有研

究发现，ＣＯＰＤ患者的支气管上皮细胞波形蛋白的表达增加，

Ｅｃａｄ的表达减少
［６］，表明ＥＭＴ过程确实存在于ＣＯＰＤ患者

肺组织，这与体外细胞实验结果相符。ＣＳＥ可诱导正常的呼

吸道上皮细胞发生ＥＭＴ，这一过程可能参与了气道损伤的组

织修复，但是反复损伤所致的ＥＭＴ表现为气道上皮纤维化发

生。各浓度ＣＳＥ仅仅是作为其中的一种危险因子，香烟烟雾

可能只是一种损伤性的刺激，可以引起呼吸道上皮细胞结构和

功能的损伤，ＥＭＴ参与的修复过程可能是普遍存在的。

实验过程中观察到ＣＳＥ刺激组的呼吸道上皮细胞较对照

组细胞增殖缓慢，推测其原因可能是受刺激的细胞存在损伤，

氧化应激可能是在细胞损伤过程中起作用。另外，细胞衰老表

现为细胞的增殖能力衰退，新陈代谢过程中产生的氧自由基对

细胞的损伤是其发生的一个主要机制。最近研究表明ＣＯＰＤ

的发病与肺泡上皮细胞和气道上皮细胞衰老增加相关，这些细

胞表现为细胞增殖能力下降和衰老相关的细胞因子的异常分

泌［７９］。香烟烟雾可引起细胞氧自由基产生增加，本实验过程

中，观察到ＣＳＥ刺激组，ＢＥＡＳ２Ｂ细胞较对照的增殖缓慢，可

能这些受刺激的细胞就存在衰老。

ＣＯＰＤ是一种多因素相关的呼吸道疾病，目前，针对

ＣＯＰＤ气道炎症和气道重塑的治疗仍然是世界性的难题。香

烟烟雾可刺激呼吸道上皮细胞，诱导其向间质性细胞转化，如

肌成纤维细胞，有助于气道纤维或气道重塑发生，因此戒烟仍

不失为一种有效的预防措施。激素和抗炎剂的应用，虽可以减

轻呼吸系统症状和延缓疾病的进展，但是ＣＯＰＤ患者肺部已

经形成的结构改变，目前治疗水平尚且无法逆转。干细胞在

ＣＯＰＤ发病及损伤修复过程中的作用也成了当今世界研究的

热点。研究发现骨髓间充质干细胞 ＭＳＣｓ可以减轻香烟烟雾

诱发的小鼠肺部炎性反应和肺气肿，这可能是通过抑制肺巨噬

细胞环氧化酶 ＣＯＸ２和 ＣＯＸ２介导的 ＰＧＥ２产生起作用

的［１０］。因此，在今后笔者对干细胞的研究，包括基底细胞，有

望在ＣＯＰＤ治疗中会有重大突破。
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