
收稿日期!!""#$%"$!#
基金项目! 广东省科技计划 !!""#!"&""&"’())*+,-./01/,2-/’34-5,4643/
75./ 8-325*9*:4379/ ;-<-7+32/ =+*>-3,</ *6/ ?(75:.*5:/ =+*@453-/
A!""#!"&""&B
作者简介!彭红娟C%DE%$B#女#在读硕士研究生#电话$%FGF!H%DG&H#
I$J749K/94<414703L,*JM3*J
通迅作者!蔡绍曦#电话$"!"$G%GH%#&%#I$J749K/2NO3L64JJ(M3*J

甲苯二异氰酸盐对人支气管上皮细胞血管内皮生长因子表达的影响
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摘要!目的 探讨甲苯二异氰酸盐C8PQB对正常人支气管上皮细胞!RSI"血管内皮生长因子!TI?U"表达的影响%方法 应
用改良的 ’*5V氏等方法制备 8PQ$ 人血清白蛋白!8PQ$R’W"% 四唑盐!X88"比色法检测不同浓度的 8PQ$R’W 和 R’W
对正常人支气管上皮细胞株 RSI%F#$IGI& 活力的影响&分别用浓度为 %"’!"/’F"/’H"!!:YJ9 的 R’W 和 8PQ$R’W 处理
RSI%F#$IGI&# 以未加任何处理因素的 RSI%F#$IGI& 为对照组 # 用半定量 ;8$=Z; 同时扩增各组 RSI%F#$IGI&//
TI?U 和 "$73,45 基因片段 # 从基因水平上比较各组 TI?U 的相对表达情况 % 结果 H"!!:YJ9 以下浓度的 R’W 和
8PQ$R’W 不影响 RSI%F#$IGI& 活力&RSI%F#$IGI& 组成性表达 TI?U%ED 和 TI?U%G#&与 %"!!:YJ9/R’W 组以及对照
组相比#%"!!:YJ9/8PQ$R’W组 RSI%F#$IGI&//TI?U%ED和 TI?U%G#的表达增加#但无显著差异!!!"M"#"#!"’F"’H"!!:YJ9
的 8PQ$R’W 组与相应浓度的 R’W 组以及对照组相比#RSI%F#$IGI&//TI?U%ED 和 TI?U%G# 的表达均显著增加 !!"
"M"#"#且随着 8PQ$R’W 浓度的增加#RSI%F#$IGI&//TI?U%ED 和 TI?U%G# 的表达亦随之增加!!""M"#"% 结论 8PQ 显
著增加 RSI/TI?U 表达#这可能是 8PQ 诱发哮喘的发病机制之一%
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<4:5464375,/453+-7<-/*33(++-./45/0*,2/TI?U%ED/75./TI?U%G#/J;[W/-N)+-<<4*5</45/RSI%F#$IGI&/3-99</7</3*J)7+-./d4,2/
,2-/-N)+-<<4*5</45/,2-/3*5,+*9/:+*()/75./,2-/R’W$,+-7,-./3-99</ C!""M"#B\ /75./<4:5464375,/.*<-/.-)-5.-53-/d7</5*,-./45/,2-/
-66-3,/ *6/ 8PQ$R’W/ C!""M"#BM / [*/ <4:5464375,/ .466-+-53-/ d7</ 6*(5./ 45/ ,2-/ -N)+-<<4*5</ 0-,d--5/ ,2-/ 3*5,+*9/ 3-99</ 75./ ,2-/
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异氰酸盐是引起职业性哮喘最常见的原因#且诱
发的哮喘经常发展为重症哮喘(%)% 在工业中应用最广
泛的是甲苯二异氰酸盐C8PQB#暴露 8PQ 环境的工人#

约有 #hi%#h发展为哮喘#而全球普通人群的哮喘发
病率为 "M%hiEh#我国为 "M%%hi!M"Fh% 但针对 8PQ
哮喘的发病机制研究还比较局限#很多环节还不是很
清楚% 最近 _-- 等 (!) 研究表明血管内皮生长因子

CTI?UB在 8PQ 哮喘扮演关键角色#但 8PQ 是否可直
接引起人支气管上皮细胞CRSI/BTI?U 表达增加#并
进而发挥其促炎及引起气道高反应性的作用#尚不清
楚% 为此#我们首先在体外建立 8PQ 刺激 RSI 的研
究模型# 并从基因表达水平观察 8PQ 对 TI?U 的表
达产生的影响# 试图为研究 8PQ 哮喘的发病机制提

!""Eg!EC!B////////////////////////////////////////////////////////////南方医科大学学报Ca/’*(,2/X-./b54@B !"D* *



供线索!

!""材料与方法
!#!""$%&’()*的制备
按照文献 "+# 提供的方法稍加改良$,--!!. 的

$%&"/,$0"$%&12-3$,$4"$%&1,-3$购自天津市第一化
学试剂厂5"加入到 678.含 !3"()*的 9:)溶液里$常
温下均匀不断地搅拌$反应 ,;"8<= 后$加入碳酸胺
/,"8>.?5@ 以终止反应$07! +---7A7离心 ;-78<=$以除
去未反应的 $%&$离心后取上清至透析袋$在含 -B!78>.?@
碳酸胺透析液透析 +7C$每 27D换一次透析液% 等量的
,-3三氯醋酸沉淀透析袋内液体& 之后用等量 !78>.?@7
EFG( 溶解沉淀&用 ,7@ 去离子水透析 !7C&每 07D 换
一次去离子水% $%&’()* 中 $%& 浓度用的改进的
HIJ8F==7FKKFL检测&()*浓度用 @GMNO法检测%
!B,""正常人支气管上皮细胞株 (:P!+;’P4PQ培养

(:P!+;’P4PQ ’美国 *$RR&RN@’,Q0!$S( 用含
!;3的胎牛血清 )杭州四季青(&!--"T?8. 青霉素&
!--"!A?8. 的链霉素的 N9S&"!40- 培养基&+Q"!*;3
RG,培养箱培养&完全融合后&+U0"C 传一代! 当细胞
完全融合后& 按 ,B;"!-0?V8, 的密度传至 4 孔板*,0
孔板*64 孔板& 继续培养&6-3融合后换成角质化无
血清培养基!
!B+""四唑盐!8WJDL.JWJXFY>.<I8"S$$#比色法检测细
胞活力

传至 64 孔板的 (:P!+;’P4PQ& 加入不同浓度
+,-*0-"*4-*2-*!--!!A?8.(()* 和 $%&’()* 的 &同
时以未加任何处理因素的 (:P作为对照组&每个浓度
设 QU2个复孔! 培养 02"D后&每孔加入浓度为 ;"8A?8."
的 ,-!!."S$$"&+Q"!*;3"RG,培养箱内孵育 0"D& 弃培
养液& 加入 !;-!!."%S)G 振荡仪振荡至晶体颗粒溶
解&在酶标仪上测定 06-"=8的吸光度值/*值5!
!B0""(:P!+;’P4PQ总 NE*提取
传至 4 孔板的细胞 &用不同浓度 +!-*,-"*+-*

0-!!A?8.(()*或 $%&’()*刺激 (:P!+;’P4PQ"!,"D&
同时以不加任何处理因素的 (:P!+;’P4PQ 作为对
照组孵育 !,"D&然后用 $X<Y>. 裂解液裂解&加入氯仿
后低温离心取上清&加异丙醇和 Q;3的乙醇&均低温
离心& 用 %P9R 水溶解 NE*& 核酸蛋白仪测定总
NE*浓度和纯度!
!B;""半定量 N$’9RN扩增 ZPH[和 "’FVJ<=基因

ZPH[ 的上下游引物分别是 ;\’$$HR$HR$R$*"
RR$RR*R’+\和 ;\’***$HR$$$R$RRHR$R$’+\&内
参 "’FVJ<= 上下游引物分别是 ;\’H$HH*R*$RRH"
R***H*R’+\ 以及 ;\’H***HHH$H$**RHR**R"
$’+\&ZPH[ 引物可扩增四个不同的亚型 ZPH[!4;

+0!6" ]^(&ZPH[!267 /04Q7 ]^5&ZPH[!,- /;!Q7 ]^5&
ZPH[,-4/7;4Q7]^5! "’FVJ<= 扩增的产物 +--7]^&应用
$F_FXF 公司的一步法试剂盒步扩增 ZPH[ 和内参
:’FVJ<=基因&扩增时取 -B2!!A的总 NE*和 -B07^8>?!.
的 ZPH[和 "’FVJ<=上下游引物分管扩增&扩增条件,
逆转录为 ;-!! 0;78<=& 变性为 60!! +-7K& 退火为
;QB,7! 4-7K&延伸 Q,7! 4-7K&+- 个循环&产物取 ;7!.
于 !B23琼脂糖凝胶电泳&%GR7HP@7,--- 凝胶成像
系统分析%
!B477统计学分析
实验数据以均数#标准差表示&采用 )9))!!B; 统

计软件进行 G=W’‘FL7*EGZ*+单变量方差(统计学
分析&组间多重比较采用 @)% 法&!!-B-; 为有显著性
差异%

,77结果
,B!77S$$ 比色法检测不同浓度 ()* 和 $%&’()* 对
细胞活力的影响

测得 $%&7浓度为 ,4B4Q;!!A?8.&()* 浓度为
,-4+!!A?8.&$%& 与 ()*的摩尔比为 0B-+% 细胞活力
"/加药组 * 值#不加细胞组 * 值5? /不加药对照组 *
值#不加细胞组 *值57" !--3表示% 如图 ! 和图 , 所
示&,- 和 0-!!A?8.7()* 对 (:P 的细胞活力没有影
响&而 4-*2-*!--!!A?8.7()* 增加细胞活力&,-*0-*
4-*2-!!A?8.7$%&’()* 对细胞活力无明显影响 a而
!--!!A?8.7$%&’()*降低细胞活力+图 !和图 ,(% 所
以 本 实 验 选 择 !-*,-*+-*0-! !A?8. 的 ()* 和
$%&’()*浓度来刺激细胞%

,B,77半定量 N$’9RN检测 ZPH[基因表达情况
(:P!+;’P4PQ 组成性表达 ZPH[!26 +04Q7]^(*

图 !77S$$ 所测不同 ()* 浓度对 (:P!+;’P4PQ 活力的影响
!"#$% &’’()* +’ ,-. +/ *0( 1"23"4"*5 +’ ,6&%78’&9&: )(44;
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图 !""不同 #$%&’() 浓度处理的 ’*+,-!&+.+/"0+12
的 3#&453 扩增电泳图
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图 -""不同 #$%&’() 浓度对 ’*+,-!&+.+/"0+12,RS

表达的影响
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图 H""不同 #$%&’() 浓度对 ’*+,-!&+.+/"0+12,.!
表达的影响
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0+12,.!!H,S"TL"亚型基因#以 0+12,.! 表达量较
多$ ’*+,-!&+.+/"0+12,RS 和 0+12,.! 在不同浓
度 ’() 组之间表达无显著差异 !’#CYC!"F 各浓度
’() 组与对照组比较亦无显著差别 !’#CYC!"%与
,C!!IJ9B"’() 组和对照组相比 #,C!!IJ9B#$%&’()
组 ’*+,-!&+.+/""0+12,RS 和 0+12,.! 的表达增
加# 但无显著差异 !’#CYC!"#EC"&-C"!&HC"!IJ9 的
#$%&’() 组与相应浓度的 ’() 组以及对照组相比#
’*+,-!&+.+/""0+12,RS 和 0+12,.! 的表达显著增
加 !’ "CYC!"# 且 随 着 #$%&’() 浓 度 的 增 加 #
’*+,-!&+.+/""0+12,RS 和 0+12,.! 的表达亦随之
增加!’"CYC!"!图 -&H&!" $

-""讨论
ECCE 年 ]<< 等’E(在 #$% 小鼠哮喘模型研究证实

0+12 水平与气道炎症和气道高反应性明显相关#使
用 0+12 受体抑制剂后几乎完全逆转其哮喘症状和
病理改变% 有研究报道 ’*+ 是 0+12 最重要的来
源 ’H(% 这些研究提示 ’*+ 来源的 0+12可能在 #$%
哮喘中发挥非常重要的作用$ 但 #$%是否对 ’*+"的
0+12 表达产生影响尚未见报道$因此本研究主要在
体外观察 #$%&’()对 ’*+"0+12表达的影响$
由于 #$%不溶于水#为建立 #$%刺激 ’*+模型#

首先需要制作溶于水的 #$%形式$ 既往研究表明#在
#$% 哮喘患者肺泡灌洗液里 # 早期即可发现
#$%&’() 增高#所占比例最多’!(%而且 #$%&’() 在体

图 E""6## 所测不同 #$%&’() 浓度对 ’*+,-!&+.+/
活力的影响
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外可刺激 !"# 和 $ 淋巴细胞! 单核巨噬细胞表达
!"%&!!"%’!()%*!$+,%!!-.%/0, 等多种细胞因子 "’%1#$
因此本实验首先参照文献并经适当改良制备了

$2(%!03%用以体外刺激 !45$ 但是既往文献报道各
种刺激浓度不一% 而在法定范围内%$6( 对气道上皮
细胞无损伤和毒性作用$ 所以我们先用 .$$7法检测
不同浓度的 !03 和 $6(%!03 对 !45 活力的影响%
随后以不影响细胞活力的的不同浓度的 !03 和
$6(%!03 刺激 !458 半定量 9$%:;9 检测 <5-, 表
达$ 本实验发现在不影响细胞活力的浓度范围内%
$6(%!03 明显增加 !45&=>%5’5?77<5-, 的表达%而
且有浓度依赖性%各浓度 !03 对 <5-, 表达无明显
影响% 提示 $6(%!03 对 <5-, 的表达的增加是由
$6(引起的$ 但引起其增加的机制目前尚不明了$ 有
研究表明%()%&&()%’&$+,%" 可明显上调 !"57<5-,
表达 "*#%而 $6( 可以上调这些细胞因子的表达% 提示
$6(可能通过间接途径诱导的 !"57<5-,的升高$
气道上皮细胞表达 <5-, 的亚型报道不一$ 多

数情况下%<5-,&’> 的表达占优势%是发挥生物学效
应的主要成分% 因此研究 <5-, 多以 <5-,&’> 为
主 %<5-,%3&1@7和 <5-,%3AB’ 介导和放大游离的
<#-,&’> 的病理作用$ 本实验发现%!4#&=>%#’#?
分别表达 <#-,&1@&<#-,&’> 两亚型% 表达丰度更
高的是 <#-,&’>% 而且相对于对照组%<#-,&’>7&
<#-,&1@两亚型在 $2(%!03刺激组均显著增加$
有关 $2(诱导 !4#7<#-,增高的病理意义尚不

能确定$ 这可能通过增加变应原的致敏作用&$CA 细
胞介导的炎症&免疫调节"@#’引起 !4# 通透性的增加
从而导致抗原物质容易渗透到粘膜下组织"&B#’其渗透
到血管内皮细胞里% 导致血管内皮细胞通透性增加%
促进粘膜的水肿&气道高反应性&气道重建的发生 "@#$
<#-, 持续高表达可能导致 $2( 哮喘患者的气道炎
症持续存在和气道重构%这可能是 $2( 哮喘预后差%
肺功能降低比较明显的原因 "&&#$ 上述也提示 <#-,
抑制剂可能是 $2(哮喘的一个比较好的治疗策略$
总之%本实验成功建立 $2( 刺激 !4# 实验研究

模型% 并首次从基因水平上证明了 $2( 可直接诱导
!4#7<#-,的表达增加%提示 !4#来源的 <#-,可能
是 $2(诱发哮喘的发病机制之一%值得深入探讨$
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