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全反式维甲酸拮抗地塞米松抑制人气道
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摘要      该研究探讨全反式维甲酸(all-trans Retinoic Acid, ATRA)对GCs诱导人气道上皮细胞

过度凋亡的拮抗作用。将人支气管上皮细胞16HBE作为研究对象, 使用10 μmol/L地塞米松(Dex)、
1 μmol/L ATRA处理细胞, 体外培养16HBE细胞, 分为Dex组、ATRA组、Dex+ATRA组和Control
组。采用TUNEL法检测16HBE细胞凋亡情况, Annexin V/PI双染法检测膜磷脂酰丝氨酸外翻的情

况, 荧光探针JC-1检测线粒体膜电位变化, Western blot检测细胞的凋亡蛋白Caspase-3和其水解片段

Cleaved-caspase-3的水平。相较于Control组, Dex组的TUNEL阳性细胞明显增多, Annexin V阳性蛋

白明显上调, 线粒体膜电位明显下降, Caspase-3和Cleaved-caspase-3的水平明显增高; 联合ATRA则

可以显著减轻Dex引起的细胞凋亡。因此, Dex可以导致人支气管上皮16HBE细胞的过度凋亡, 而
ATRA可以削弱Dex的这种作用。

关键词       支气管哮喘; 全反式维甲酸; 地塞米松; 凋亡
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Abstract       This paper will investigate the antagonistic effects of all-trans retinoic acid (ATRA) on the 
glucocorticoid-induced apoptosis of human airway epithelial cells. Human bronchial epithelial 16HBE cells were 
used as the research object, and treated with dexamethasone (Dex) at a concentration of 10 μmol/L and ATRA 
at a concentration of 1 μmol/L. 16HBE cells were cultured in vitro and divided into Control group, Dex group, 
ATRA group and Dex+ATRA group. The nuclear apoptosis of 16HBE cells was detected by TUNEL method. The 
membrane phosphatidylserine valgus was detected by Annexin V/PI double staining. The mitochondrial mem-
brane potential was detected by fluorescent probe JC-1. The levels of apoptosis proteins Caspase-3 and Cleaved-
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caspase-3 were detected by Western blot. Compared with the Control group, more TUNEL-positive cells 
were observed in the Dex group, which significantly induced the up-regulation of Annexin V-positive pro-
tein, which led to a decrease in mitochondrial membrane potential and a significant increase in the levels of 
Caspase-3 and Cleaved-caspase-3. And ATRA can significantly suppress this trend caused by Dex. Dex can 
cause excessive apoptosis of human bronchial epithelial 16HBE cells, and ATRA can attenuate this effect of 
Dex.

Keywords       bronchial asthma; all-trans retinoic acid; dexamethasone; apoptosis

哮喘是世界上最常见的慢性病之一, 其发病

率在中国有2%~4%, 发达国家则达到15%~20%; 同
20年前相比, 患者的日常症状和急性加重上升约

30%[1], 已有的治疗手段并未控制哮喘发病率上升的

趋势[2]。因此完善哮喘治疗手段, 降低哮喘的发病率

和死亡率, 对减轻家庭和社会的负担, 具有重要的临

床意义。

糖皮质激素(glucocorticoids, GCs)是抑制气道

炎症和控制哮喘的最重要药物, 然而GCs无法完全

防治哮喘慢性气道炎症[3]。重症哮喘患者需要长期

使用GCs, 并且对GCs的反应较差。有些患者尽管

使用了GCs治疗, 但仍继续出现哮喘症状, 肺功能亦

长期下降[3]。气道上皮细胞是GCs重要的作用细胞, 
GCs具有诱导气道上皮学报过度凋亡的副作用, 使
气道上皮缺损形成和扩大; 同时, 破损的气道上皮更

易受过敏原的刺激, 导致炎性细胞因子的持续产生, 
可能加重哮喘气道高反应性、气道慢性炎症和气道

重塑, 从而削弱了GCs的治疗效果[3-4]。因此, 在GCs
为主要治疗的基础上, 寻求新药物减轻其副作用, 可
能是提高GCs疗效的重要手段。

维生素A(vitamin A, VA)是指源于β-紫香酮, 具
有视黄醇生物活性的一类物质。临床研究表明, 哮
喘儿童体内VA水平普遍低于健康患儿, 哮喘的发作

程度与患儿体内血清VA水平呈负相关[5-6]。最新研

究表明, VA的代谢产物全反式维甲酸(ATRA)可能具

有维护上皮细胞完整性的作用[7]。因此, 适量补充

VA可能会维护气道上皮的完整, 进而提升GCs对哮

喘的治疗效果。本研究以人气道上皮细胞16HBE为
研究对象, 使用VA的活性产物ATRA和GCs中最有

效力的地塞米松(dexamethasone, Dex)进行研究[4], 探
讨ATRA是否可以拮抗GCs造成的气道上皮细胞过

度凋亡, 达到既控制哮喘气道炎症, 又维护气道上皮

完整性, 为VA应用于临床哮喘治疗提供重要的理论

依据和实验基础。

1   材料与方法
1.1   主要材料与试剂

16HBE购自美国模式培养物保藏所(American 
Type Culture Collection, ATCC), DMEM完全培养液、

胰蛋白酶和胎牛血清均购自Gibco公司; 地塞米松购

自ENZO公司; ATRA购自Sigma公司; 全蛋白提取试

剂盒、Annexin V/PI细胞凋亡检测试剂盒、JC-1线
粒体膜电位测定试剂盒购自江苏凯基生物技术股份

有限公司; Western blot配胶盒购自上海碧云天生物

技术有限公司; FITC标记山羊抗小鼠IgG购自北京

中杉金桥生物技术有限公司; 小鼠抗人Caspase-3抗
体购自武汉三鹰生物技术公司; Cleaved-caspase-3
抗体购自Cell Signaling Technology公司。蛋白预

染MAKER购自Thermo公司。TUNEL试剂盒购自

Roche公司。

1.2   细胞培养及分组

16HBE细胞加10%胎牛血清的DMEM培养液, 置
于5% CO2、37 °C培养, 定时于显微镜下观察细胞形

态和生长情况。当细胞贴壁长满培养瓶的80%~90%
时, 用胰蛋白酶消化、传代。待细胞贴壁后分为4个组: 
Dex组、ATRA组、Dex+ATRA组和Control组, 分别加

入10 μmol/L Dex和1 μmol/L ATRA[8]。Control组加入

与处理组同剂量的溶剂DMSO。以下实验均至少重

复3次。

1.3   TUNEL法检测细胞核中DNA的断裂情况

将16HBE细胞以2×105/孔的细胞数接种于24
孔板中, 贴壁后如前分组处理。继续培养24 h, 按
凋亡试剂盒说明书操作, 吸走培养液, 用PBS洗3次, 
用4%的甲醛室温固定60 min, 再用PBS洗3次, 用溶

于甲醛的3% H2O2封闭20 min, 再用PBS洗3次, 溶
于柠檬酸钠的0.1% Triston-X通透15 min后, 滴加

TUNEL反应液, 37 °C反应60 min, PBS洗3次, 滴加

荧光淬灭剂。于荧光显微镜下观察, 放大倍数为

100倍。
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1.4   Annexin V/PI双染法检测细胞早期凋亡比例

将16HBE细胞悬液以每孔2×105个细胞接种于6
孔板中, 贴壁后如前分组处理。继续培养24 h后, 用
不含EDTA的0.25%胰蛋白酶500 μL消化细胞, 1 mL
含10%胎牛血清的DMEM培养基终止消化, 用移液

管轻柔吹打使细胞脱落后收集于1.5 mL的EP管中, 
2 000 r/min离心5 min, 弃去上清液抖散管底细胞, 用
PBS重复洗2次。用500 μL的结合缓冲液悬浮细胞, 
加入5 mL Annexin V-FITC混匀后再加入5 mL PI混匀, 
室温避光反应10~15 min, 随即于流式细胞仪检测。

1.5   JC-1线粒体膜电位测定

检测16HBE细胞凋亡早期线粒体膜电位的下

降。细胞于6孔板接种贴壁后, 同前分组处理24 h后, 
收集细胞, PBS洗2次(2 000 r/min, 5 min), 配制JC-1
工作液(用灭菌去离子水将培养缓冲液稀释10倍, 并
预热至37 °C, 每500 μL稀释后的液体加入1 μL JC-1, 
混匀), 每孔细胞用500 μL工作液悬浮均匀, 37 °C、5% 
CO2孵育15~20 min。2 000 r/min、5 min, 室温离心收

集细胞后, 再用1×缓冲液洗2次, 每孔用500 μL稀释后

的培养缓冲液重悬细胞后即刻于流式细胞仪检测。

1.6   Western blot检测凋亡标志蛋白Caspase-3的
表达

16HBE细胞分组处理后, 提取细胞全蛋白。BCA
法测定蛋白浓度。按分子量大小配制 SDS-PAGE
分离胶 : Caspase-3、β-actin用浓度为12%的分离胶 , 
Cleaved-caspase-3、β-actin用浓度为10%的分离胶。

60 V电压电泳30 min, 0.45 μm PVDF膜电转60 min
后, 用5%脱脂牛奶于室温置于摇床, 封闭60 min。一

抗稀释浓度为: β-actin(1200׃)、Caspase-3(1000 1׃)、
Cleaved-caspase-3(1000 1׃), 置于4 °C冰箱过夜后, 均
用二抗山羊抗兔(1000 5׃)常温孵育60 min。用ECL
和ImageJ软件分别发光显影, 分析条带灰度值。

1.7   统计学分析

所有数据用GraphPad Prism 5.0软件和SPSS 13.0
软件进行统计学检验, mean±S.D.表示结果, 组间行

单因素方差分析, P<0.05表示结果有显著性差异。

2   结果
2.1   ATRA减少Dex诱导的16HBE细胞DNA断裂

TUNEL是目前公认的检测细胞凋亡的金标

准[9]。为了确定ATRA是否减轻Dex诱导的16HBE
细胞凋亡, 我们测定比较Dex、ATRA单独处理和

联合处理的16HBE细胞中DNA双链断裂情况。

ARTA组中的凋亡细胞和Control组接近; Dex处
理组与Control相比, 可见较多TUNEL阳性细胞, 提
示Dex可以引起TUNEL阳性细胞水平升高; 与Dex组
相比, Dex+ATRA组中观察到显著较少的TUNEL阳
性细胞, 提示Dex可以诱导16HBE细胞DNA双链断

裂(P<0.05), 而ATRA可以减轻Dex诱导的这种现象

(P<0.05)(图1)。
2.2   ATRA削弱Dex诱导的16HBE细胞Annexin V
阳性蛋白上调

细胞凋亡早期改变发生在细胞膜表面, 出现膜

磷脂酰丝氨酸(PS)外翻。Annexin V为对PS亲和力较

高的磷脂结合蛋白, PI为能标记坏死细胞的染料碘

化丙啶。流式细胞分析图中, 横坐标右侧图示代表

Annexin V高染, 纵坐标上方图示代表PI高染。早期

凋亡细胞位于右下象限, 活细胞位于左下象限, 而坏

死细胞位于左上象限[10]。Control组和ATRA处理组

仅有少数细胞凋亡, 而相比于Control组, Dex处理组

明显诱导Annexin V阳性蛋白上调, 同时Dex+ATRA
处理组的Annexin V阳性蛋白水平明显弱于Dex组; 
这提示Dex可诱导气道上皮凋亡(P<0.05), ATRA可

以抑制Dex引起的这种趋势(P<0.05)(图2)。
2.3   ATRA减少Dex引起的16HBE细胞线粒体膜

电位改变

线粒体膜电位的破坏被广泛认为是细胞凋亡

过程中最早发生的事件之一[11]。本实验采用荧光

染料JC-1染色, 用流式细胞分析仪检测16HBE线粒

体膜电位的变化。结果显示, 与Control相比, Dex处
理组的线粒体膜电位下降较多(P<0.05), 而Dex和
ATRA联合处理的线粒体膜电位较Dex处理组明显

增高(P<0.05), 表明ATRA可以通过线粒体膜电位层

面减轻Dex引起的16HBE细胞凋亡(图3)。
2.4   ATRA能通过下调Caspase-3凋亡蛋白减少

Dex引起的16HBE细胞凋亡

Caspase-3是凋亡蛋白Caspase家族中最关键的

执行者, 被称作“死亡蛋白酶”。Cleaved-caspase-3是
Caspase-3活化过程中剪切形成的成熟片段, 它的水

平反应了细胞中Caspase-3的表达活性[12]。我们用

Western Blot检测Cleaved-caspase-3和Caspase-3的变

化情况, 发现Dex+ATRA联合处理的表达水平较Dex
组有明显下调; 而Dex组中, Caspase-3和其水解片段

的水平也高于Control组; ATRA可以减轻Dex引起的
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凋亡蛋白Caspase-3和其水解片段的表达(P<0.05, 图
4)。

3   讨论
气道上皮细胞是呼吸系统先天免疫系统的重

要组成部分。除了作为气–液界面的保护性物理屏

障外, 气道上皮还起着有效的化学和免疫屏障作

用[13-14]。细胞凋亡是正常气道上皮细胞中重要且有

益的调节机制[15], 而气道上皮细胞的过度凋亡通常

被认为是气道损伤的主要机制之一[16-17]。研究发现, 
人类和动物哮喘模型中气道上皮细胞是过度凋亡

的, 但哮喘患者的气道屏障功能缺陷也可能是可逆

Dex
Comp-FITC-A

Q1
0.32%

Q2
2.79%

Q4
90.68%

Q3
6.21%

Q1
0.19%

Q2
1.38%

Q4
95.44%

Q3
2.99%

Q1
0.28%

Q2
3.32%

Q4
91.42%

Q3
4.98%

Q1
0.29%

Q2
4.37%

Q4
91.80%

Q3
3.54%

105

104

103

0

–103

105

104

103

0

–103

105

104

103

0

–103

105

104

103

0

–103

1051041030–103 1051041030–103

1051041030–1031051041030–103

C
om

p-
PI

-A

C
om

p-
PI

-A

C
om

p-
PI

-A

C
om

p-
PI

-A

Comp-FITC-A

Comp-FITC-A Comp-FITC-A

ATRA

A
nn

ex
in

 V
/P

I e
ar

ly
 a

po
pt

os
is

 p
ro

po
rti

on
 (%

)

Dex+ATRA Control

(A) (B)

Dex ATRA Dex+ATRA

8

6

4

2

0

#

*

Control
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组与Control组相比;  *P<0.05, Dex组与Dex+ATRA组相比。    
A: apoptosis of 16HBE cells was detected by flow cytometry, Q1: necrotic cells, Q2: late apoptotic cells, Q3: early apoptotic cells, Q4: living cells; B: 
statistics of early apoptotic rate in each group. #P<0.05 Dex vs Control; *P<0.05 Dex vs Dex+ATRA.

图2   AnnexinV/PI双染法检测16HBE早期凋亡比例

Fig.2   Detection of early apoptotic ratio of 16HBE cells by Annexin V/PI double staining
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A: 荧光显微镜下观察16HBE细胞的凋亡情况; B: 统计各组凋亡细胞比率。#P<0.05, Dex组与Control组相比;  *P<0.05, Dex组与Dex+ATRA组相比。

A: apoptosis of 16HBE cells was observed by fluorescence microscope; B: statistics of  cell apoptosis ratio in each group. #P<0.05, Dex vs Control; 
*P<0.05, Dex vs Dex+ATRA.

图1   TUNEL法检测细胞凋亡早期过程中细胞核DNA的断裂情况 –
Fig.1   Detection of nuclear DNA breaks during early apoptosis by TUNEL assay
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A: JC-1检测凋亡早期16HBE线粒体膜电位比较, Q1: 坏死细胞, Q2: 晚期凋亡细胞, Q3: 早期凋亡细胞, Q4: 活细胞; B: 统计线粒体膜电位下降比

例。#P<0.05, Dex组与Control组相比; *P<0.05, Dex组与Dex+ATRA组相比。

A: comparison of mitochondrial membrane potential of 16HBE cells in early detection of apoptosis by JC-1, Q1: necrotic cells, Q2: late apoptotic 
cells, Q3: early apoptotic cells, Q4: living cells; B: statistics on the proportion of mitochondrial membrane potential decline. #P<0.05 Dex vs Control; 
*P<0.05 Dex vs Dex+ATRA.

图3   JC-1测定细胞凋亡早期线粒体膜电位下降情况

Fig.3   Determination of cell mitochondrial membrane potential decline in early apoptosis by JC-1
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A: Western blot检测凋亡相关标志蛋白Caspase-3和Cleaved-caspase-3的水平; B: 统计各组条带的灰度值。#P<0.05, Dex组与Control组相比; 
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A: the levels of apoptosis-associated marker proteins Caspase-3 and Cleaved-caspase-3 by Western blot; B: statistics of gray values of each group of 
strips. #P<0.05, Dex vs Control; *P<0.05, Dex vs Dex+ATRA.

图4   Western blot测定凋亡蛋白Caspase-3及其水解片段Cleaved-caspase-3的表达

Fig.4   Expression of caspase-3 and its hydrolyzed fragment Cleaved-caspase-3 by Western blot

的[18-20]。GCs广泛用于控制哮喘, 但它在发挥治疗作

用的同时, 亦会诱导气道上皮细胞的过度凋亡, 导致

哮喘患者的气道上皮进一步损伤和气道重塑[21]。因

此, 探索通过抑制上皮细胞凋亡过程来恢复上皮完

整性的新型治疗可能成为气道疾病的新治疗靶点。

VA对上皮细胞正常的结构和功能有重要意义, 
是人体维持正常生命活动不可缺少的基本物质[22]。

ATRA是VA的生物活性衍生物, 具有抗细胞凋亡特

性[23-24]。研究表明, ATRA可在Dex破坏肺泡发育之

后, 诱导肺泡上皮的再生[25], 提示ATRA具有维护上
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皮细胞的重要作用。

TUNEL法是结合分子生物学与形态学的一种

常用检测细胞凋亡的办法。细胞凋亡早期, 核酸内

切酶被激活, 将DNA降解成寡聚核苷酸, 这个过程

中每次降解都会形成新的3'-OH末端, 从而被标记染

色。荧光显微镜下绿色的荧光点, 即是凋亡细胞核。

而正常细胞几乎不存在DNA双链的断裂, 因此不会

被标记染色[10]。我们发现, Dex可导致凋亡细胞增多, 
促进气道上皮凋亡; ATRA抑制Dex导致的这种趋势, 
提示ATRA可以减轻Dex诱导的16HBE细胞DNA断

裂的现象。

细胞凋亡是由多种蛋白参与的一种复杂调控, 
Caspase蛋白酶家族是凋亡蛋白最重要的一大类, 而
Caspase-3又是其中最关键的[26]。在细胞凋亡的过程

中, 内源性、外源性途径都通过它进行细胞凋亡的

执行[26]。由此可见, Caspase-3在细胞凋亡过程中的

重要作用。而本实验结果显示, Dex可促进凋亡相

关标志蛋白Caspase-3和Cleaved-caspase-3的水平增

高, 而ATRA可明显下调Dex引起的两种蛋白增高的

水平, 提示ATRA可以从部分凋亡关键蛋白层面减轻

Dex诱导的16HBE细胞凋亡。

Annexin V/PI双染法可以通过检测凋亡早期, 
由细胞膜内翻转到细胞膜外的PS, 从而将活细胞、

凋亡细胞、坏死细胞区分开[10]。通过本实验, 我们

发现, Dex可促进细胞膜PS的外翻, ATRA可减少这

个现象, 提示ATRA可以从细胞膜层面上减弱Dex的
诱导的16HBE细胞凋亡。

线粒体作为细胞器, 除了为细胞提供能量和代

谢物, 还参与细胞凋亡, 是细胞凋亡的主要途径之

一。细胞色素C在凋亡早期线粒体外膜透化时, 进入

细胞质激活Caspase, 触发凋亡[27]。而线粒体膜电位, 
是目前最常用来反应线粒体通透性的指标之一。线

粒体膜电位下降越多则凋亡程度越深[11]。因此, 本
研究发现Dex可促进线粒体膜电位下降导致细胞凋

亡, 而ATRA可以通过线粒体层面, 减轻Dex引起的

这个现象。

综上所述, 我们通过TUNLE法检测16HBE细
胞核凋亡情况, Annexin V/PI双染法检测细胞凋亡

早期膜磷脂酰丝氨酸外翻, 荧光探针JC-1检测线粒

体膜电位变化, Western blot检测细胞的凋亡蛋白

Caspase-3和Cleaved-caspase-3表达情况; 即从4个方

面证明了Dex可导致细胞膜、细胞核、线粒体、凋

亡关键蛋白凋亡信号的上调; 而ATRA的联合应用则

抑制了这种趋势。该研究提示, VA可能通过抑制气

道上皮的过度凋亡, 减轻糖皮质激素诱导上皮过度

凋亡的副作用, 从而提高哮喘的治疗效果, 为哮喘防

治可能提供新的思路和突破点。
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