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摘要 ：目的  通过比较羧甲司坦单用或联合布地奈德对人气道上皮细胞炎症的影响探讨其调控机制。方法  

MTT 法检测不同浓度烟雾提取物（CSE）对细胞生存率的影响。给予不同药物抑制剂和激动剂干预后，检

测炎症因子水平、ERK 和 IκBα 蛋白，以及 ERK 和 NF-κB mRNA 的表达。结果   模型组炎症因子水平、

p-ERK 和 p-IκBα 蛋白，以及 ERK 和 NF-κB mRNA 表达均增高；用药组上述指标较模型组均有所改善，

但用药组之间比较差异无统计学意义（P >0.05）。羧甲司坦、PD98059 干预后 p-ERK 蛋白及 ERK、NF-κB 

mRNA 水平均降低，而给予 EGF 干预后上述指标较羧甲司坦组有所回升。结论  羧甲司坦的抗炎机制可能与

糖皮质激素存在重叠，基础应用糖皮质激素者由于抑制了相同的信号转导通路，故再联合应用羧甲司坦时效

果不佳。
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Effect of Carbocisteine on inflammatory factor levels in human 
16HBE cells and its regulatory mechanisms
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Abstract: Objective  To compare the anti-inflammatory effect of Carbocisteine alone or combined with 
Budesonide in the airway epithelial cell model, and identify the regulatory mechanisms.  Methods  MTT method 
was used to determine cell survival rate after treatment with cigarette smoke extract (CSE). After various drugs 
and inhibitor/stimulator treatment, ELISA was used to detect the inflammatory factor levels, Western blot was used 
for determination of ERK and IκBα proteins, and RT-PCR was used to detect the transcription abundance of ERK 
and NF-κB.  Results  The model group showed significant elevation of inflammatory factors, increased ERK and 
IκBα protein abundance, and upregulation of ERK and NF-κB mRNAs. Although treatment with Carbocisteine and 
glucocorticoid respectively showed anti-inflammatory effect, no statistical significance was detected when these two 
drugs were combined. Further study showed the significant decrease of p-ERK protein and ERK mRNA and NF-κB 
mRNA abundance after Carbocisteine and the inhibitor (PD98059) treatment. The effect was partially reversed by 
the application of the stimulator (EGF).  Conclusions  Carbocisteine has similar anti-inflammatory mechanism as 
glucocorticoid. Combination of these two drugs doesn’t show significant synergistic effect due to suppression of the 
same signal transduction pathway.
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气道上皮细胞是抵御外界环境刺激物的第一道

防线，吸入的香烟烟雾首先与之接触，引起气道和肺

部的炎症反应，释放各种炎症介质和细胞因子。其中

白细胞介素 8（Interleutin-8，IL-8）是最为重要的细

胞因子，是迄今发现的最强的中性粒细胞趋化因子，

是中性粒细胞活化的标志。此外还有肿瘤坏死因子

α（tumor necrosis factor-α，TNF-α）、IL-6、IL-10

等也与炎症过程有密切关系 [1]。其能有效地激活细胞

内途径（即 NF-κB 和其他信号），导致疾病的演变和

各种相关症状的产生 [2]。

羧甲司坦除了作为一种临床常用的黏液调节

剂 [3]，还具有显著的抗炎作用。研究发现，含半胱氨

酸的药物，如羧甲司坦和 N- 乙酰半胱氨酸等能够减

少促炎细胞因子（TNF-α、IL-6、IL-8）的产生 [4]。

已有大量的基础和临床研究证实，羧甲司坦的抗炎作

用比其本身的祛痰作用更为显著。近年的临床研究

发现，应用羧甲司坦可明显减少慢性阻塞性肺疾病

（chronic obstructive pulmoriary disease，COPD）患者的

急性加重，延长发作间歇 [5]。但国外同等规模流行病

学调查显示应用祛痰类药物效果不明显，分析 2 者之

间的差异，发现国外 COPD 患者基础常规应用吸入性

糖皮质激素，而我国 PEACE 研究中入选的 COPD 患

者中仅有 16.7% 不规律应用吸入性糖皮质激素。由

此推测合用吸入性糖皮质激素可能是差异产生的重要

原因。众所周知，糖皮质激素具有全身抗炎作用，尤

其是吸入糖皮质激素已被广泛应用于临床治疗哮喘及

COPD 患者。那么，糖皮质激素充分抗炎的“天花板

效应”是否就是羧甲司坦未能发挥作用的原因呢？糖

皮质激素影响羧甲司坦发挥作用的机制又是什么呢？

因此，本研究旨在通过体外细胞实验证明 ：羧甲司坦

的抗炎机制可能与糖皮质激素存在重叠，基础应用糖

皮质激素者由于占用了相同的信号转导通路使某些炎

症靶点受抑制，故再联合应用羧甲司坦时效果不佳。

1    材料与方法

1.1    主要试剂与仪器

羧甲司坦、布地奈德（杭州宝仑生物公司），标

准研究用烟（1R3F，美国肯塔基大学），RPMI 1640

培养基（美国 Hyclone 公司），胎牛血清、青链霉素混

合液（北京 Solarbio 公司），EGF（美国 Pepro Tech 公

司），PD98059（美国 Selleck 公司），MTT、DMSO（美

国 Sigma 公 司 ），ELISA 试 剂 盒（ 美 国 R&D 公 司 ），

ERK、p-ERK、IκBα、p-IκBα 抗体（英国 Abcam

公司），二抗（羊抗小鼠、羊抗兔）（北京中杉金桥

公司），β-actin、ERK、NF-κB 引物（上海生工公

司），无水 RNA 酶（美国 Thermo 公司），RNAiso Plus

（日本 TaKaRa 公司），实时聚合酶链反应（real-time 

PCR）试剂盒（日本 TaKaRa 公司），CO2 细胞培养箱

（美国 Thermo Scientific HERA cell 150i），酶标仪（美

国 Bioteck 公司），电泳仪（美国 Bio-Rad 公司），PCR

仪（英国 Techne 公司），实时荧光定量聚合酶链反应

（qRT-PCR）仪（TP800，日本 TaKaRa 公司）。

1.2    人气道上皮细胞培养、烟雾提取液制备及
分组

1.2.1    人气道上皮细胞株（16HBE 细胞）    购于中国

医学科学院肿瘤细胞库。

1.2.2    烟雾提取物的制备    参照文献 [6] 方法，点燃

一支香烟用 50 ml 注射器连续抽吸，香烟燃烧速度约

为 5 min/ 支，吸入的烟雾经三通管缓慢注入盛有 10 ml 

RPMI 1640 培养液的密封瓶中制成悬液，摇晃使其充

分溶解，调定至 pH 7.4。经 0.22μm 微孔滤膜过滤除

菌，存于冰中。制备的（cigarette smoke extract，CSE）

浓度设定为 100.00%，稀释不同浓度的 CSE 30 min 内

用于实验。

1.2.3    分组    分别给予不同干预因素，24 h 后收集细

胞用于实验。①对照组（N 组）：正常培养细胞。②

模型组（CN 组）：细胞培养液中加入 CSE。③羧甲司

坦组（CC 组）：细胞培养液中加入 CSE 和 10 ～ 4 M

羧甲司坦。④布地奈德组（CB 组）：细胞培养液中加

入 CSE 和 10 ～ 8 mol/L 布地奈德。⑤联合组（CCB

组）：先加布地奈德处理细胞 1 d 后再加羧甲司坦干

预。⑥抑制剂组（CNP 组）：细胞培养液中加入 CSE

和 100 μmol/L ERK1/2 抑 制 剂 PD98059。 ⑦ 激 动 剂

组（CCE 组 ）：在 羧 甲 司 坦 组 基 础 上 加 入 10 ng/ml 

ERK1/2 激动剂 EGF。

1.3    MTT 法检测不同浓度 CSE 对细胞生存率的
影响

收集对数期细胞，铺板，孵育至细胞单层铺满

孔底，加入不同浓度 CSE（分别为 80.00%、40.00%、

20.00%、10.00%、5.00%、2.50%、1.25%、0.63% 和

0.00%），分别于干预后 1、3、6、12、24 和 48 h 处

理细胞。每孔加入 20 μl MTT 溶液，继续培养 4 h

终止培养，每孔加入 150 μl 二甲基亚砜，摇床振
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表 1    不同浓度 CSE 作用下不同时间 HBE 细胞的生存率    （%，x±s）

浓度 1 h 3 h 6 h 12 h 24 h 48 h F 值 P 值

0.63% 99.54±0.44 99.27±1.08 99.22±0.95 99.30±0.36 98.90±1.23 99.30±0.78 0.128 0.968

1.25% 92.21±1.75 92.94±2.02 94.88±2.91 94.97±1.55 95.57±1.87 92.97±1.50 1.443 0.278

2.50% 93.52±14.93 91.39±47.32 100.00±37.29 95.44±2.82 95.02±3.06 95.73±2.49 0.053 0.998

5.00% 88.41±14.46 90.14±15.42 95.23±24.60 90.32±4.46 85.61±3.72 87.80±2.53 0.198 0.960

10.00% 89.00±13.56 94.62±13.94 90.14±15.42 95.23±24.60 28.68±10.81 9.18±3.00 24.822 0.000

20.00% 77.73±19.47 91.24±26.46 78.81±18.00 4.25±8.30 6.29±3.79 8.67±5.41 15.826 0.000

40.00% 66.21±4.84 80.33±27.84 51.76±12.60 40.38±14.47 5.50±1.74 7.83±3.00 14.993 0.000

80.00% 53.21±8.44 54.46±7.16 25.49±5.91 18.40±4.13 5.95±1.77 8.47±2.61 50.898 0.000

图 1    不同浓度 CSE 对 HBE 细胞生存率的影响

荡 10 min， 酶 标 仪 检 测 吸 光 度。 终 吸 光 度 A 值 = 

A570 nm-A630 nm，细胞生存率（%）=A 加药孔 /A

对照孔 ×100%。

1.4    ELISA 检测炎症因子 IL-8、IL-6 水平的变化

准备试剂、样本，按比例稀释标准品 ；加样（标

准品及样本）各 100 μl，室温孵育 2 h；吸弃，洗板 4 次；

加酶标检测抗体 200 μl，室温孵育 2 h ；吸弃，洗板 4

次 ；加显色底物 200 μl，室温孵育 30 min ；加终止液

50μl，450 nm 波长酶标仪测量 OD 值，540 nm 作为校

正波长。

1.5    Western blot 检 测 ERK、p-ERK、IκBα、
p-IκBα 蛋白水平的变化

RIPA 裂 解 液（RIPA 75%、PMSF 10%、cocktail 

15%）裂解细胞，离心取上清液采用 BCA 法测定蛋白

浓度。与上样缓冲液混合后上样，SDS-PAGE（10%

分离胶，5% 浓缩胶）电泳，电转移至 PVDF 膜。与一

抗 多 克 隆 抗 体 ERK、p-ERK、IκBα、p-IκBα 孵

育，4℃过夜。加入 1 ︰ 2 500 稀释的二抗室温下孵育，

洗膜后显色，于凝胶自动成像分析系统下成像，采用

Image J 图像分析软件对条带进行灰度值测定。

1.6    qRT-PCR 检测 ERK、NF-κB mRNA 水平
的变化

Trizol 法提取细胞总 RNA，按 cDNA 合成试剂盒

说明配置反应体系，在 PCR 仪中 37℃ 15 min，85℃ 5 s

逆转录合成 cDNA。以此为模板分别加入 NF-κB、

ERK1/2、β-actin 的引物（β-actin-F：5'-ATAGCACA 

GCCTGGATAGCAACGTAC-3' ；β-actin-R ：5'-CACC 

TTCTACAATGAGCTGCGTGTG-3' ；ERK1/2-F ：5'- 

CAACGTGCTCCACCGAGAT-3' ；ERK1/2-R ：5'-TCA 

TGCTCAGGATCGGCAAT-3'；NF-κB-F：5'-CAATCGT 

GCCCCCAACACT-3' ；NF-κB-R ：5'-GTCCTCTTTC 

TGCACCTTGTCAC-3'）和荧光染料在 qRT-PCR 仪上进

行扩增，95℃预变性 30 s，95℃变性 5 s，60℃退火 /

延伸 30 s，40 个循环。基因相对表达量以 2-ΔΔCt 法分析。

即 ΔΔCt=（Ct 目的基因 -Ct 内参基因）实验组 -（Ct

目的基因 -Ct 内参基因）对照组。各组之间的表达差

异用 2-ΔΔCt 表示。

1.7    统计学方法

数据分析采用 SPSS 19.0 统计软件，计量资料用均

数 ± 标准差（x±s）表示，多组样本间比较采用单因

素方差分析，组间两两比较采用 LSD-t 检验，P <0.05

为差异有统计学意义。

2    结果

2.1    不同时间不同浓度 CSE 对 HBE 细胞生存率
的影响

CSE 浓度在 0.63% ～ 5.00% 时，对 HBE 细胞的抑

制作用轻微，不同时间点差异无统计学意义（P >0.05）。

随着 CSE 浓度的升高，HBE 细胞的生存率呈下降趋势。

CSE 浓度在 10.00% ～ 80.00%，随着作用时间的延长，
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细胞生存率降低，细胞大量死亡，差异有统计学意义

（P <0.05）。故本实验选择 5.00% CSE 进行以下实验。

见图 1 和表 1。

2.2    细胞上清中 IL-8、IL-6 水平

通过 ELISA 法检测细胞上清中炎症因子水平结

果显示，CN 组 IL-8、IL-6 水平均较 N 组升高，差异有

统 计 学 意 义（P <0.05），CC 组、CB 组 及 CCB 组 上

述指标均较模型组有所降低，差异均有统计学意义

（P <0.05），但 3 组 IL-8、IL-6 水平作两两比较，差异

无统计学意义（P >0.05）。见表 2 和图 2、3。

2.3    不同药物干预对 HBE 细胞 ERK、IκBα 磷
酸化的影响

与 N 组比较，CN 组 HBE 细胞 p-ERK、p-IκBα

蛋白表达均增高，差异有统计学意义（t =5.041，P = 

0.000）；CC 组、CB 组及 CCB 组上述指标较 CN 组均

降低，差异有统计学意义（p-ERK：3 组 t =3.355、2.306

和 2.896，P =0.004、0.023 和 0.012 ；p-IκBα ：3 组

t =2.896、2.764 和 2.228 ；P =0.012、0.015 和 0.020）；

CC组与CB组P-ERK比较，差异有统计学意义（t =3.013，

P =0.034），CCB 组与 CB 组比较，差异无统计学意义

（P >0.05）；p-IκBα 蛋白表达给药的 3 组间比较差

异无统计学意义（P >0.05）。见图 4、5。

2.4    PD98059、EGF 对 HBE 细胞 ERK 磷酸化的
影响

与 N 组比较，CN 组 HBE 细胞 p-ERK 表达增强（t = 

2.718，P =0.016），分别给予羧甲司坦、PD98059 干预后

p-ERK 均降低（t =1.999 和 2.201，P =0.038 和 0.022），

而给予 EGF 干预后，p-ERK 的表达 CN 组与 CC 组比

较，差异有统计学意义（t =1.812，P =0.041），CN 组有

所回升。见图 6。

2.5    各组细胞 ERK、NF-κB mRNA 水平的变化

与 N 组比较，CN 组细胞 ERK、NF-κB mRNA 表

达均增高（t =2.262 和 1.940，P =0.025 和 0.031）；分

1）与 N 组比较，P <0.05；2）与 CN 组比较，P <0.05

图 2    细胞上清中 IL-8 水平

表 2    细胞上清中 IL-8、IL-6 水平    （pg/ml，x±s）

组别 IL-8 IL-6

N 组 254.67±29.32 241.73±30.88

CN 组 608.76±71.55 602.12±11.57

CC 组 361.60±42.70 466.21±39.60 

CB 组 373.05± 30.13 481.73±7.80 

CCB 组 400.40±14.66 464.72±49.18 

F 值 28.110 49.650

P 值 0.000 0.000

1）与 N 组比较，P <0.05；2）与 CN 组比较，P <0.05；3）CC

组与 CB 组比较，P <0.05

图 4    p-ERK 蛋白表达

N 组         CN 组         CC 组         CB 组       CCB 组

N 组         CN 组         CC 组        CB 组      CCB 组
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图 3   细胞上清中 IL-6 水平
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和 0.009）表达水平降低，而给予 EGF 干预后 ERK 和

NF-κB mRNA CN 组与 CC 组比较，差异有统计学意义

（t =2.764 和 2.228，P =0.015 和 0.021），CN 组有所回升。

见图 7、8。

1）与 N 组比较，P <0.05；2）与 CN 组比较，P <0.05；3）CC 组

与 CCE 组比较，P <0.05

图 6    PD98059、EGF 对 ERK 磷酸化的影响

1）与 N 组比较，P <0.05；2）与 CN 组比较，P <0.05

图 5    p-IκBα 蛋白表达

别给予羧甲司坦、布地奈德、两药联合及 PD98059 干

预后 ERK mRNA（t =1.999、1.940、1.895 和 2.896，P = 

0.038、0.030、0.045 和 0.011）及 NF-κB mRNA（t = 

1.812、2.005、1.857 和 2.998，P =0.042、0.036、0.043

郭莹，等 ：羧甲司坦对人气道上皮细胞炎症的影响及调控机制研究

N 组        CN 组       CC 组     CNP 组   CCE 组

N 组      CN 组     CC 组     CNP 组    CCE 组

N 组         CN 组         CC 组        CB 组      CCB 组

N 组        CN 组      CC 组        CB 组       CCB 组

0.25

0.20

0.15

0.10

0.05

0

p-IκBα

IκBα

β-actin

p-
Iκ

B
α

/I
κ

B
α

1.6

1.4

1.2

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0

p-
E

R
K

/E
R

K

CSE

羧甲司坦

PD98059

ECF

p-ERK

ERK

β-actin

-                 +             +               +            +

-                 -             +               -            +

-                 -             -               +            -

-                 -             -               -            +

3    讨论

CSE 是从香烟烟雾中提取的溶于细胞培养基的

物质，其中含有丙烯醛、尼古丁、烟碱、焦油和活

性氧（ROS）等成分，目前广泛用于体外实验中以研

究香烟在细胞水平的作用 [7-9]。本研究采用 MTT 法检

测不同浓度 CSE 对 HBE 细胞生存率的影响，发现随

着 CSE 浓度的升高，HBE 细胞的生存率呈下降趋势。

CSE 浓度在 0.63% ～ 5.00% 时，对 HBE 细胞的抑制作

用轻微，不同时间差异无统计学意义。而 CSE 浓度在

10.00% ～ 80.00% 时，随着作用时间的延长，细胞生

存率降低，细胞大量死亡。
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图 7    ERK mRNA 水平
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图 8    NF-κB mRNA 水平
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其抑制因子 IkBα 螯合在细胞浆内。当机体受到内毒

素、TNF-α、细菌、病毒等刺激时，IkBα 迅速发生

磷酸化，NF-κB 被激活进入细胞核，与目标基因启动

子结合并调节其转录 [19]。研究发现，NF-κB 的最初

激活发生在肺泡巨噬细胞中，随后有活化的炎症因子

进一步激化气道上皮细胞等周围细胞 [21]。目前研究普

遍认为 NF-κB 与 COPD 病情严重程度相关 [20-23]。已

有研究证实，糖皮质激素在调节 NF-κB 的活性中发

挥了重要作用 [24-25]。本研究中发现，羧甲司坦亦能降

低 CSE 诱导的 p-IκBα 蛋白及 NF-κB mRNA 表达

水平，且与布地奈德及联合组比较差异无统计学意义，

说明羧甲司坦的调控作用至少部分是通过 NF-κB 信

号转导通路进行的，这可能与糖皮质激素的作用机制

存在重叠。

综上所述，羧甲司坦能够抑制香烟烟雾提取物诱

导的气道炎症。羧甲司坦和布地奈德均能通过抑制

ERK 和 NF-κB 信号转导通路减轻香烟所致的气道炎

症，这说明 2 者的作用机制存在重叠部分，因此基础

应用糖皮质激素后，由于其抑制相同的炎症靶点，再

联合羧甲司坦时未能体现其应有的作用，或者由于 2

者之间对于作用位点的竞争拮抗甚至削弱了其原本的

疗效。这些尚有待于进一步的深入研究。
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香烟烟雾中含有的大量有害物质，能够对气道和

肺组织造成直接损伤，促进气道炎症，活化气道上皮
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