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［摘 要］ 目的 研究葛根素对黑火药烟雾诱导支气管上皮细胞表达 IL-8 及 IL-6 基因的抑制作用。方法 用黑火药

烟雾刺激支气管上皮细胞，用实时 PCR 方法定量检测黑火药烟雾刺激后支气管上皮细胞中 IL-8 及 IL-6 基因表达水平的变

化; 黑火药烟雾刺激前支气管上皮细胞培养液中加入葛根素，观察葛根素对黑火药烟雾刺激支气管上皮细胞表达 IL-8 及 IL-6
基因的抑制作用。结果 烟雾刺激 24 h 后，IL-6 及 IL-8 基因表达分别增加 1． 534 ± 0． 653 倍和 2． 231 ± 0． 054 倍; 支气管上皮

细胞在烟雾刺激前 8 h 加入不同浓度葛根素培养，黑火药烟雾诱导 IL-6 和 IL-8 的基因表达被显著抑制，并呈剂量依赖性。结

论 黑火药烟雾可诱导支气管上皮细胞炎性细胞因子 IL-6、IL-8 mRNA 表达增加，葛根素可抑制黑火药烟雾刺激支气管上皮

细胞炎性细胞因子 IL-6、IL-8 mRNA 表达。
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Puerarin Inhibits Gene Expression of IL-8 and IL-6 in
BEAS-2B Cells Injured by Black Powder Smoke

ZHOU Ying，WANG Cheng-bin，LAN Xiao-mei
Department of Clinical Laboratory，General Hospital of PLA，Beijing 100853，China

［Abstract ］ Objective To study the inhibition effect of puerarin on gene expression of IL-8 and IL-6 in BE-
AS-2B cells stimulated by black powder smoke．Methods BEAS-2B cells were stimulated by black powder smoke． The
gene expression of IL-8 and IL-6 of the cells was determined by real-time PCR． Puerarin was added to BEAS-2B cells
before being stimulated by black powder smoke． The gene expression of IL-8 and IL-6 in BEAS-2B cells injured by
black powder smoke was detected． Results After being injured by black powder smoke for 8 h，the gene expression of
IL-8 and IL-6 of BEAS-2B cells was up-regulated ( 1． 534 ±0． 653 fold and 2． 231 ±0． 054 fold respectively) ． When
different concentrations of puerarin were added to BEAS-2B cells 24 h before smoke stimulation，the gene expression
of IL-6 and IL-8 in the cells was significantly inhibited in a dose-dependent manner． Conclusion Black powder smoke
increases the gene expression of inflammatory cytokine IL-6 and IL-8 and this is inhibited by puerarin effect．
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支气管上皮是人体呼吸道接受外界有害物质刺

激的第一道屏障，这些有害物质包括有害气体、过敏

原、微生物等。近年来的研究结果表明，支气管上皮

细胞( BEAS-2B) 受到有害物质刺激后还可作为效应

细胞分泌多种细胞因子等炎性介质，如脂质介质、细
胞因子、活性氧簇、活性氮群等，从而进一步增加气

道组织的病理生理学改变［1］。
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黑火药是由碳粉，硫磺粉以及硝酸钾机械混合

而成的。燃烧时会释放大量烟雾，其主要成分包括

CO2、CO、NO 和 SO2 等有毒气体以及碳颗粒。黑火

药无论是在军用还是民用过程中其烟雾都可能引起

人体的气道损伤，本课题拟通过细胞培养，观察火药

烟雾刺激后 BEAS-2B 细胞内细胞因子基因表达的

变化，探讨火药烟雾所致气道损伤及葛根素防护作

用的机制。

1 材料与方法

1． 1 材料 细胞: BEAS-2B 细胞株( 由军事医学科

学院放射医学研究所朱茂祥教授馈赠) 。
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1． 2 试药 葛根素注射液( 规格: 100 mg /2 ml，湖南

康普 制 药 有 限 公 司，批 号: 090801 ) 。DMEM/F12
( 1∶ 1) 培养基( 美国 Hyclone 公司) ，特级胎牛血清( 北

京元亨金马生物技术开发有限公司) ，硝酸钾、碳粉为

分析纯，硫磺粉( 纯度 99． 9%，200 目，北京西四化工

原料公司) 。总 RNA 提取试剂盒( 北京索莱宝科技有

限公司) ，TransStartTM Green 定量 PCR 试剂盒( 北京

全式金生物技术有限公司) 。TranScript First-strand
cDNA Synthesis Supermix 试剂盒( TransGen 公司) ，实

验所用引物( 均由上海生物工程技术服务有限公司合

成) ，热循环仪( Bio-Rad 公司) 。
1． 3 细胞培养 所使用 DMEM/F12 ( 1∶ 1 ) 培养基

加入 100 U /ml 青霉素、0． 1 mg /ml 链霉素及 10% 已

灭活特级胎牛血清。细胞于 37℃ 5%CO2 的培养箱

中培养，每 3 ～ 4 d 换液或传代［2］。
1． 4 分组 实验分为 5 组，正常对照组、烟雾刺激

组、烟雾刺激 + 高剂量葛根素( 100 μg /ml) 组、烟雾

刺激 + 中等剂量葛根素( 50 μg /ml) 组、烟雾刺激 +
低剂量葛根素( 25 μg /ml) 组，葛根素均于培养 12 h
后加入。
1． 5 黑火药烟雾致 BEAS-2B 细胞损伤模型建立及

细胞处 理 在 24 孔 板 每 孔 加 入 1． 0 ml 密 度 为

20 000 /ml 细胞悬液，普通培养 12 h 至细胞贴壁生

长后加入葛根素刺激，继续培养 24 h 至细胞贴壁率

超过 80%，见图 1。烟雾刺激前去除细胞表面培养

液使用无菌磷酸盐缓冲液清洗 2 遍，之后加盖将培

养板放入烟雾吸入平台［2］，黑火药( 配比: 硝酸钾

75%，碳 15%，硫 10% ) 剂量固定为 2 g，烟熏时间固

定为 10 min，烟雾和 BEAS-2B 细胞充分接触后将培

养板取出，迅速加入 1． 0 ml 培养液继续培养，建立

BEAS-2B 细胞损伤模型。继续培养 2、6、8、12 h 后，

吸弃上清，用 4℃ 预冷磷酸盐缓冲液冲洗贴壁生长

的 BEAS-2B 细胞表面 3 次，之后按照每 10 cm2 培养

面积加入 1 ml Trizol 的比例，直接将细胞裂解液加

入孔板。
1． 6 总 RNA 提取及检测 按照 Solarbio 总 RNA 提

取试剂盒描述的方法提取裂解细胞的总 RNA。取

2 μl RNA 样本，加入 98 μl RNase free ddH2O，置于

Eppendorf BioPhotometer plus 核酸分析仪中进行纯

度和浓度测定，取 A260 /A280 值在 1． 8 ～ 2． 0 的 RNA
进行逆转录。
1． 7 cDNA 合成 采用 TranScript First-strand cDNA
Synthesis Supermix 试剂盒进行逆转录。每支 RNase
free 离心管中加入 2． 5 μl Oligo( dT) 18，2． 5 μl Tran-

Script RT /RI Enzyme Mix，25 μl 2 × TS Reaction Mix，

1 μg RNA，最后用 RNase free ddH2O 将反应体系补

充至 50 μl。轻轻混匀，置 Bio-Rad MJ mini 热循环

仪上以 42℃孵育 30 min，之后 85℃加热 5 min 灭活

TranScript RT。

A: 单独培养; B: 加入25μg /ml 葛根素;

C: 加入 50μg /ml 葛根素; D: 加入 100μg /ml 葛根素;

图 1 BEAS-2B 细胞单独培养及加入不同浓度

葛根素处理培养( 10 × 40)

1． 8 实时 PCR 反应 实验所用引物序列见表1，25 μl
反应体系包括: 上游引物( 10 μmol /L) 0． 5 μl，下游引

物( 10 μmol /L) 0． 5 μl，2 × TransStart Green qPCR Su-
perMix 12． 5 μl，模板 2 μl，ddH2O 9． 5 μl。扩增条件:

96℃180 s 预变性; 94℃30 s，60℃30 s，72℃60 s 共 35 个

循环; 之后 95℃60 s，53℃60 s。扩增完成后从 50℃升

温做溶解曲线验证扩增产物的特异性。

表 1 用于 PCR 的引物序列及产物长度

基因 序列

IL-6 F5'-TACCCCCAGGAGAAGATTCC-3'

R5'-TTTTCTGCCAGTGCCTCTTT -3'

IL-8 F5'-CTGTGTGAAGGTGCAGTTTTGCC-3'［3］

R5'-CTCAGCCCTCTTCAAAAACTTCTCC-3'

GAPDH F5'-GAAGGTGAAGGTCGGAGTC-3'［4］

R5'-GAAGATGGTGATGGGATTTC -3'

1． 9 葛根素对火药烟雾刺激 BEAS-2B 细胞炎性细

胞因子基因表达的影响 按 1． 4 所述方法分组，按

1． 5 项所述方法建模，葛根素于培养 12 h 细胞贴壁

后加入。烟雾刺激后继续培养 8 h，收集细胞，之后

按前述方法进行炎性细胞因子基因检测。
1． 10 统计方法 实验结果数据以珋x ± s 表示; 采用统
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计学软件 SPSS 18． 0 进行分析，数据经过正态性检验和

方差齐性检验后，进行单因素方差分析。

2 结果

2． 1 烟雾刺激 BEAS-2B 细胞对 IL-6 和 IL-8 基因

表达的影响 经 2-ΔΔCT方法相对定量分析火药烟雾

刺激 BEAS-2B 细胞后不同时间 IL-6 和 IL-8 基因的

表达，随着烟雾刺激后继续培养时间的延长，BEAS-
2B 细胞中 IL-6 和 IL-8 基因表达分别增加 6． 452 ±
2． 095 倍、2． 935 ± 1． 202 倍( P ＜ 0． 01 ) ，并于培养

后 8 h 达到峰值。而继续培养至 12 h，炎性细胞因

子表达下降，见图 2。扩增效率及溶解曲线见图 3。
2． 2 葛根素对烟雾刺激 BEAS-2B 细胞 IL-6 和 IL-8
基因表达的影响 烟雾刺激 8 h 后，BEAS-2B 细胞

中 IL-6 及 IL-8 基因表达分别增加 1． 534 ± 0． 653 倍

和 2． 231 ± 0． 054 倍( P ＜ 0． 01 ) ; BEAS-2B 细胞在

烟雾刺激前加入不同浓度葛根素，培养 24 h 后烟雾

刺激，烟雾刺激 8 h 后 BEAS-2B 细胞中 IL-6 和 IL-8
基因表达被显著抑制，并呈剂量依赖性，见图 4。扩

增效率及溶解曲线见图 5。
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3 讨论

大量的研究结果表明，细胞因子 IL-6 和 IL-8 是

两种重要的致炎因子［1，5，6］。BEAS-2B 细胞接受外

界刺激后产生原初细胞因子，如 TNF-α 等，这些原

初细胞因子进一步作用于 BEAS-2B 细胞介导其释

放次级细胞因子如 IL-6、IL-8 等。次级细胞因子分

别有各自功能，作用于不同组织引起炎症反应。
IL-6 是一种多效性细胞因子，可诱导急性时相

反应蛋白的产生和释放，调节多种细胞功能，包括细

胞增殖、分化、免疫防御等，并有协同 B 淋巴细胞分

泌 免 疫 球 蛋 白 调 控 局 部 及 全 身 炎 症 的 免 疫 反

应［1，7］。
IL-8 属于 C-X-C 趋化因子家族，是一种强力中

性粒细胞趋化和活化因子，具有很强的促进中性粒

细胞形态改变、穿透组织、脱颗粒、表面黏附分子表

达和活性氧分子生成与释放等功效，在气道炎症中

起重要作用［6，8，9］。
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大量的研究结果表明，葛根素可通过抑制调控

炎症反应的 NF-κB 信号转导通路中 κB 抑制蛋白降

解抑制核因子 NF-κB 活化，进而抑制细胞因子等炎

性介质蛋白基因的表达，结果抑制炎性介质蛋白质

的合成与释放，从而抑制炎症反应的发生［10-13］。
本研究从炎性细胞因子 IL-6 和 IL-8 的 mRNA

表达水平入手，研究火药烟雾刺激后 BEAS-2B 细胞

中 IL-6 和 IL-8 mRNA 表达情况及葛根素的影响。
结果表明，黑火药烟雾刺激后的 BEAS-2B 细胞中

IL-6 和 IL-8 mRNA 表达显著上升。烟雾刺激前24 h
加入葛根素培养，再用火药烟雾刺激，则 BEAS-2B
细胞中高表达的 IL-6 和 IL-8 基因被有效抑制。这

一结果表明，火药烟雾可以诱导 BEAS-2B 细胞炎性

细胞因子 IL-6、IL-8 等表达和分泌，进而募集多种炎

性细胞至损伤病灶引起进一步的炎症反应而造成气

道上皮的损伤，葛根素具有抑制 IL-6、IL-8 表达与释

放和防护火药烟雾刺激后诱导的 BEAS-2B 细胞损

伤。本文研究是在细胞水平进行，下一步我们将继

续探讨葛根素抑制火药烟雾刺激损伤的 BEAS-2B
细胞分泌炎性细胞因子的作用机制，并从动物整体

水平、临床试验进一步加强研究，为葛根素防治烟雾

所致气道损伤的可行性提供实验依据。
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军队医疗机构制剂管理研讨班在沈阳举办
为提高军队医疗机构制剂管理水平，保证制剂产品质量，加强军内医疗机构制剂室之间的经验交流，经

解放军总政治部干部部和总后勤卫生部批准，全军一类继续医学教育项目" 军队医疗机构制剂管理研讨

班"，于 2011 年 12 月 21 日至 23 日在沈阳举办。此次研讨班由解放军第二〇二医院承办，来自各大军区、军
兵种 110 多个单位的 250 多名代表参加了研讨班。研讨班得到了总部、沈阳军区、医院各级领导的关怀和支

持。研讨会上，总后卫生部药品仪器检验所和各医院的专家对制剂监管、新制剂申报、制剂质量标准以及工

艺验证、制剂信息化管理等关键技术做了具体的指导，对于提高制剂水平、保证制剂质量具有很好的指导意

义。来自总部医院、中心医院、门诊部、疗养院的专家分别介绍各自医院的特色成功经验，对未来全军医疗机

构制剂室的建设和发展提出了很好的建设性指导意见。
研讨会期间，制剂专家和与会代表一起对全军制剂室新一轮换证验收工作进行了总结，对于存在的问题

以及整改办法进行了交流; 还对全军制剂抽检结果进行了总结分析，对提升制剂室管理水平和保证制剂产品

质量，为全军医疗机构制剂室的可持续发展奠定了良好的基础。
( 解放军 202 医院药剂科 王强报道)
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