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【摘要】 目的  通过筛选香烟烟雾提取物（CSE）刺激下大鼠肺泡巨噬细胞存活率高、胞葬功能弱的时间

点，建立肺泡巨噬细胞胞葬功能障碍体外模型，用于研究以慢性炎症反应为主要病理变化的慢性呼吸系统疾病。 

方法  ① 时间点筛选实验：体外培养大鼠肺泡巨噬细胞株 NR8383，取对数生长期细胞分为空白对照组（100 μL
完全培养基）和 5% CSE 组（90 μL 完全培养基 +10 μL 100% CSE）；采用阿尔玛蓝法检测 5% CSE 作用 6、12、24、

48 h 对 NR8383细胞活性的影响。② 诱导凋亡实验：体外培养大鼠Ⅱ型肺泡上皮细胞株RLE-6TN作为NR8383

细胞的吞噬靶细胞，取对数生长期细胞分为空白对照组及紫外线暴露后10、30、60 min组（以30 000 μJ/cm2紫外 

线强度照射 15 min 诱导凋亡）；采用流式细胞仪检测 RLE-6TN 细胞在紫外线暴露结束后 10、30、60 min 的凋亡

率。③ 胞葬实验：另取对数生长期NR8383细胞分为空白对照组和5% CSE组。于CSE刺激NR8383细胞达到6、

12、24 h 前 2 h，将 RLE-6TN 细胞进行紫外线暴露诱导凋亡；将 RLE-6TN 细胞悬液加入 NR8383 细胞（RLE-6TN

细胞与 NR8383 细胞比例为 5∶1）。采用流式细胞仪检测 5% CSE 作用不同时间点 NR8383 细胞对 RLE-6TN

细胞的胞葬率。结果  ① 与空白对照组相比，5% CSE 作用 48 h 后 NR8383 细胞活性明显降低〔细胞还原率： 

（68.5±4.1）% 比（73.6±2.3）%，P＜0.05〕；而 5% CSE 作用 6、12、24 h 对 NR8383 细胞活性的影响与空白对

照组比较差异均无统计学意义，故选择这 3 个时间点用于后续建立肺泡巨噬细胞胞葬功能障碍体外模型实验。

② 与空白对照组相比，紫外线暴露后 10、30、60 min 时 RLE-6TN 细胞凋亡率均显著升高〔（66.87±8.63）%、 

（85.51±2.39）%、（96.13±2.74）% 比（9.13±3.17）%，均 P＜0.01〕，并且呈一定时间依赖性。考虑在胞葬实验中

PKH26 膜标记探针标记 RLE-6TN 细胞大约需 50 min，因此，选择在紫外线暴露后 10 min 进行 RLE-6TN 细胞标

记。③ 与空白对照组相比，5% CSE作用12 h时NR8383细胞的胞葬功能明显降低〔细胞胞葬率：（33.64±1.30）%

比（44.02±2.71）%，P＜0.01〕，而作用 6 h、24 h 时对 NR8383 细胞的胞葬功能无明显影响。结论  CSE 可诱导

肺泡巨噬细胞胞葬功能障碍，基于 5% CSE 对 NR8383 细胞活性、胞葬功能影响的检测结果，可选择 NR8383 细

胞存活率高、胞葬作用弱的 12 h 作为肺泡巨噬细胞胞葬功能障碍体外模型条件。
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【Abstract】 Objective  To  screen  the  time  points  of  high  survival  rate  and  efferocytosis  dysfunction  of  rat 
alveolar macrophages  stimulated by cigarette  smoke extract  (CSE), establish an  in vitro model of alveolar macrophage 
efferocytosis function, and study chronic respiratory diseases with chronic inflammatory reaction as the main pathological 
changes.  Methods  ① Time point screening experiment:  rat alveolar macrophages  (NR8383 cells) were cultured  in 
vitro, and the cells in logarithmic growth phase were divided into blank control group (100 μL complete medium) and 5% 
CSE group (90 μL complete medium + 10 μL 100% CSE). Alma blue method was used to detect the effect of 5% CSE on 
the activity of NR8383 cells at 6, 12, 24 and 48 hours. ② Apoptosis induction experiment: rat type Ⅱ alveolar epithelial 
cells  (RLE-6TN  cells) were  cultured  in vitro  as  phagocytic  target  cells  of NR8383  cells,  and  the  cells  in  logarithmic 
growth phase were divided into blank control group and 10, 30 and 60 minutes groups after ultraviolet exposure (apoptosis 
was  induced by 30 000 μJ/cm2 ultraviolet  irradiation  for 15 minutes). Flow cytometry was used  to detect  the apoptosis 
rate of RLE-6TN cells cultured  for 10, 30 and 60 minutes after ultraviolet exposure. ③ Cell efferocytosis experiment: 
NR8383 cells in logarithmic phase were divided into blank control group and 5% CSE group. Two hours before NR8383 
cells were stimulated by CSE for 6, 12 and 24 hours, RLE-6TN cells were exposed to ultraviolet to induce apoptosis, and 
the RLE-6TN cell suspension was added to NR8383 cells (the ratio of RLE-6TN cells to NR8383 cells was 5∶1). Flow 
cytometry was used to detect the efferocytosis rate of NR8383 cells to RLE-6TN cells at different time points treated with 
5% CSE.  Results  ① Compared with  the blank control  group,  the activity  of NR8383 cells  significantly decreased 
after  treatment  with  5% CSE  for  48  hours  [cell  reduction  rate:  (68.5±4.1)%  vs.  (73.6±2.3)%, P  <  0.05]. However, 
there were no significant differences when the activities of NR8383 cells  treated with 5% CSE for 6, 12 and 24 hours 
were compared with the blank control group, so these three time points were selected for the subsequent establishment 
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  胞葬功能即吞噬细胞清除凋亡细胞的能力。香

烟烟雾可诱导肺内多种细胞凋亡，并影响吞噬细胞

的胞葬功能。通常肺组织中的凋亡细胞能迅速被吞

噬细胞识别并有效清除。病理状态下，凋亡细胞大

量积聚、继发性坏死，细胞碎片及有害内容物持续

释放，触发损伤相关分子模式，最终导致过度的炎症

反应及肺组织破坏，与慢性阻塞性肺疾病（chronic 

obstructive pulmonary disease，COPD）急性发作频率

和严重程度密切相关［1-2］。目前，虽有多种药物及治

疗手段得以应用，但以 COPD 为代表的以慢性炎症

反应为主要特点的呼吸系统疾病的发病率和病死率

仍持续攀升，消耗着大量的医疗资源，造成极大的个

人和社会负担。因此，本研究以大鼠Ⅱ型肺泡上皮

细胞（type Ⅱ alveolar epithelial cell，AECⅡ）作为大鼠

肺泡巨噬细胞的吞噬靶细胞，通过筛选香烟烟雾提

取物（cigarette smoke extract，CSE）刺激下肺泡巨噬

细胞存活率高、胞葬功能弱的时间点，建立肺泡巨

噬细胞胞葬功能障碍体外模型，以期用于研究以慢 

性炎症反应为主要病理变化的慢性呼吸系统疾病。

1 材料与方法 

1.1  细胞来源：大鼠肺泡巨噬细胞株 NR8383 购于

中国科学院典型培养物保藏委员会昆明细胞库；大

鼠 AECⅡ细胞株 RLE-6TN 购于上海富衡生物科技

有限公司，本实验室传代培养。

1.2  伦理学：本实验为国家自然科学基金（81873285） 

的子项目内容，该基金相关研究符合医学伦理学标

准，并通过河南中医药大学实验动物伦理委员会审

核批准（审批号：DWLL2018030047）。

1.3  细胞传代培养：NR8383 细胞用含 20% 胎牛血 

清的F12K完全培养基培养；RLE-6TN细胞用含10% 

胎牛血清的 RPMI 1640 完全培养基培养。将培养皿

置于含 5% CO2、37 ℃培养箱中常规培养。NR8383

细胞隔天换液，待细胞呈团簇状生长、密度较高时

传代；RLE-6TN 细胞传代后 1～2 d 换液，显微镜下

观察，当细胞铺满皿底 80% 以上时传代。

1.4  CSE 制备：参考文献方法［3-4］稍改进，将 10 mL

无血清F12K培养基置于无菌玻璃瓶中，作为香烟烟

雾吸收液。点燃去除过滤嘴的香烟（“红旗渠”香烟，

硬金红，烤烟型，焦油量 11 mg，烟气烟碱量 0.9 mg， 

烟气一氧化碳量 11 mg），借助负压以 50 mL 注射器

连续抽吸 300 mL 高浓度的香烟烟雾，通过连通装置

快速注入玻璃瓶，使烟雾充分溶解于培养基中。调

整吸光度（absorbance，A）值在 1.8～2.0，0.22 μm 过

滤器过滤除菌，得到的悬液定义为 100% CSE。

1.5  阿尔玛蓝法检测 NR8383 细胞活性：依据前期

实验结果［5-6］，5% CSE 是在不影响巨噬细胞活性的

前提下，触发炎症环境的较适宜浓度，故本实验设置

空白对照组和5% CSE组，每组设5个复孔。每孔加

入 100 μL 细胞悬液（含 1×104 个细胞）；CO2 培养箱 

孵育 24 h 后，5% CSE 组每孔加入 90 μL 完全培养基

和 10 μL 100% CSE，空白对照组每孔加入 100 μL 完 

全培养基；同时，每孔加入10 μL阿尔玛蓝。将96孔 

板置于 CO2 培养箱孵育，使用酶联免疫检测仪检测

6、12、24、48 h 时波长为 570 nm、600 nm 的 A 值，通

过 A 值计算还原率，代表细胞活性。

1.6  流式细胞仪检测 RLE-6TN 细胞凋亡情况：取

对数生长期 RLE-6TN 细胞，以 8×106 个细胞接种

于细胞培养皿。设空白对照组及紫外线暴露后 10、

30、60 min 组。CO2 培养箱孵育 24 h，紫外线暴露组

补充完全培养基至 20 mL，以 30 000 μJ/cm2 紫外线

强度照射15 min后于CO2 培养箱继续培养。分别于 

10、30、60 min 收集细胞，离心 5 min 后，用预冷的磷

of  alveolar macrophage  cell  efferocytosis  dysfunction  in vitro model  experiment. ② Compared with  the  blank  control 
group,  the apoptosis  rate of RLE-6TN cells significantly  increased at 10, 30 and 60 minutes after ultraviolet exposure 
[(66.87±8.63)%,  (85.51±2.39)%,  (96.13±2.74)%  vs.  (9.13±3.17)%,  all  P  <  0.01]  in  a  time-dependent  manner. 
Considering  that  it  taked  about  50 minutes  for RLE-6TN  cells  to  be  labeled with  PKH26 membrane  labeling  probe, 
10 minutes after ultraviolet exposure was selected to label RLE-6TN cells. ③ Compared with the blank control group, 
the efferocytosis  function of NR8383 cells was significantly decreased after  treatment with 5% CSE  for 12 hours  [cell 
efferocytosis rate: (33.64±1.30)% vs. (44.02±2.71)%, P < 0.01], but there was no significant effect on the efferocytosis 
function  of  NR8383  cells  at  6  hours  and  24  hours.  Conclusions  CSE  can  induce  alveolar  macrophage  cell 
efferocytosis dysfunction. Based on the test results of the effect of 5% CSE on NR8383 cell activity and cell efferocytosis 
function, 12 hours with high survival rate and weak efferocytosis effect of NR8383 cells can be selected as the in vitro 
model condition of alveolar macrophage cell efferocytosis dysfunction.

【Key words】  Chronic inflammatory reaction;  Alveolar macrophage;  Efferocytosis
Fund program:  National  Natural  Science  Foundation  of  China  (81873285);  Henan  Provincial  Science  and 

Technology Research Project of China (182102310296, 182102310320)
DOI: 10.3760/cma.j.cn121430-20200820-00587
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酸盐缓冲液重悬，然后按照膜联蛋白Ⅴ-异硫氰酸荧

光素/碘化丙啶（Annexin V-fluorescein isothiocyanate/ 

propidium iodide，Annexin V-FITC/PI）细胞凋亡检测

试剂盒说明书进行细胞染色后，用流式细胞仪检测

细胞凋亡率〔凋亡率＝（早期凋亡细胞数 + 中晚期

凋亡细胞数）/ 总细胞数 ×100%〕。

1.7  流式细胞仪检测 NR8383 细胞胞葬功能

1.7.1  NR8383 细胞染色、种植及 RLE-6TN 细胞种

皿：取对数生长期NR8383细胞，设空白对照组和5% 

CSE 组。将细胞悬液移至无菌离心管，离心 5 min 后

弃上清，用细胞示踪剂重悬细胞并染色，CO2 培养箱

孵育 40 min；离心 5 min，用 F12K 完全培养基重悬， 

CO2 培养箱孵育 30 min；离心 5 min，用完全培养基

重悬，以每孔 3×105 个细胞接种于 6 孔板，CO2 培

养箱孵育过夜。同时，收集 RLE-6TN 细胞，分组同

NR8383 细胞。将 RLE-6TN 细胞以 5 倍 NR8383 细

胞的量接种于细胞培养皿，于 CO2 培养箱过夜稳定。

1.7.2  制备并加入 CSE 溶液：在使用前 40 min 制备

CSE 溶液，并以细胞培养液终体积 5% 的含量向 5% 

CSE 组中加入 100 μL CSE 溶液；空白对照组补充完

全培养基至 2 mL。移至 CO2 培养箱，6、12、24 h 后 

进行 NR8383 细胞胞葬过程。

1.7.3  诱导RLE-6TN细胞凋亡并染色：在CSE刺激

NR8383 细胞达 6、12、24 h 前 2 h，以 30 000 μJ/cm2 

紫外线强度照射覆盖20 mL完全培养基的RLE-6TN 

细胞 15 min 诱导凋亡；暴露结束后，将培养皿置于

CO2 培养箱中再培养 10 min。用 PKH26 膜标记探针 

标记RLE-6TN细胞后，以1 mL RPMI 1640完全培养 

基重悬，RLE-6TN 细胞染色后携带红色荧光。

1.7.4  NR8383 细胞胞葬：以每孔 0.5 mL RLE-6TN

细胞悬液加入 NR8383 细胞空白对照组和 5% CSE

组（RLE-6TN 细胞与 NR8383 细胞比例为 5∶1），CO2 

培养箱孵育 30 min，收集细胞悬液至含 4% 多聚甲

醛的离心管中，避光固定 20 min。用 0.04% 锥虫蓝

淬灭外荧光，离心 5 min，磷酸盐缓冲液重悬，用流式

细胞仪检测胞葬率（胞葬率＝吞噬凋亡 RLE-6TN 细

胞的 NR8383 细胞数 / 总 NR8383 细胞数 ×100%）。

1.8  统计学方法：数据采用 SPSS 22.0 软件进行分

析。计量资料符合正态分布，以均数±标准差（x±s）
进行统计描述，根据情况选择独立样本 t 检验或单

因素方差分析。若方差齐，以 LSD 为统计依据；若

方差不齐，以 Dunnett T3 为统计依据。显著水准取

α＝0.05，P＜0.05 为差异有统计学意义。

2 结 果 

2.1  5% CSE 对 NR8383 细胞活性的影响（表 1）：5% 

CSE 作用 48 h 后 NR8383 细胞活性较空白对照组明

显降低（P＜0.05），而 6、12、24 h 时与空白对照组差

异无统计学意义（均 P＞0.05）。因此选择5% CSE对 

NR8383 细胞活性无显著影响的 6、12、24 h 作为筛

选肺泡巨噬细胞胞葬功能障碍体外模型的时间点。

表 1　两组不同时间点 NR8383 细胞活性变化比较（x±s）

组别
样本数

（孔）

细胞还原率（%）

6 h 12 h 24 h 48 h

空白对照组 5 25.2±1.6 34.7±0.8 52.5±2.1 73.6±2.3
5% CSE 组 5 24.6±0.9 33.4±1.1 50.6±2.0   68.5±4.1 a

注：NR8383 细胞为大鼠肺泡巨噬细胞，CSE 为香烟烟雾提取

物；与空白对照组比较，aP＜0.05

2.2  紫外线暴露对RLE-6TN细胞凋亡的影响：紫外

线暴露后 10、30、60 min RLE-6TN 细胞凋亡率均较

空白对照组显著升高（均 P＜0.01），且呈时间依赖性

（图 1～2）。考虑胞葬实验中 PKH26 标记 RLE-6TN 

细胞大约需 50 min，故选择在紫外线暴露后继续培

养 10 min 再进行细胞标记（PKH26 染色后 RLE-6TN 

细胞凋亡率可达 90% 以上）。

注：RLE-6TN 细胞为大鼠Ⅱ型肺泡上皮细胞，AnnexinⅤ-FITC 为膜联蛋白Ⅴ- 异硫氰酸荧光素，PI 为碘化丙啶

图 1  流式细胞仪检测各组 RLE-6TN 细胞凋亡情况
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2.3  5% CSE对NR8383细胞胞葬功能的影响（图3； 

表 2）：5% CSE 作用 12 h 时 NR8383 细胞胞葬率较

空白对照组明显下降（P＜0.01），而 6 h 和 24 h 时与

空白对照组差异无统计学意义（均 P＞0.05）。因此，

可选择 5% CSE 作用 NR8383 细胞 12 h 作为肺泡巨

噬细胞胞葬功能障碍体外模型条件。

3 讨 论 

  香烟烟雾吸入是导致 COPD 慢性炎症反应的重

要危险因素。香烟烟雾产生的多种有害物质可激活

肺内炎性细胞，促进炎性因子分泌；降低巨噬细胞

的吞噬能力，增加呼吸道细菌定植的风险；诱发氧

化应激，破坏组织结构，导致肺功能损伤［7-8］。近年

来，巨噬细胞在 COPD 炎症反应中的作用日益凸显，

肺泡巨噬细胞作为肺微环境中数量最多、功能最重

要的巨噬细胞类型，贯穿肺部炎症反应的发生发展，

其不仅能吞噬吸入性异物、受损及凋亡细胞，还能

激活多种免疫细胞，调节先天及获得性免疫系统［9］。 

肺泡巨噬细胞的胞葬功能对消除慢性炎症及组织重

塑至关重要。研究表明，肺泡巨噬细胞胞葬功能障

碍引起的促炎反应和异常组织修复与 COPD 发病密

切相关［10-11］。还有研究表明，现有治疗肺部疾病的

多类药物，如他汀类、糖皮质激素、大环内酯类、抗

氧化剂，均可增强肺泡巨噬细胞的胞葬功能，而国内

外缺少中医药影响肺泡巨噬细胞胞葬功能的系统研

究［12-13］。基于此，本研究旨在构建肺泡巨噬细胞胞

葬功能障碍的体外模型，观察病理过程中肺泡巨噬

细胞胞葬功能状态的变化，以期为后续研究中医药

对慢性呼吸系统疾病的改善机制奠定基础。

  本研究选择 5% CSE 干预 NR8383 细胞，并于干

预后 6、12、24、48 h 4 个时间点检测细胞活性。结 

果显示，与空白对照组相比，除 48 h 时 NR8383 细胞

活性明显下降外，其他时间点对细胞活性均无明显

的增强或抑制。为避免细胞活性对肺泡巨噬细胞胞

葬功能的影响，因此选用 6、12、24 h 作为筛选肺泡

巨噬细胞胞葬功能障碍体外模型的适宜时间点。

  AECⅡ细胞作为肺组织中的主要结构细胞，在

合成肺泡表面活性物质、维持肺泡细胞增殖分化、

修复炎性损伤等方面发挥着关键作用。在 COPD 临

床及动物实验研究中发现，AECⅡ细胞是肺组织凋

亡细胞中的主要类型，其异常凋亡所造成的继发性

坏死进一步加重了 COPD 炎症反应［14-15］。因此，本

研究选择大鼠 AECⅡ细胞株 RLE-6TN 作为大鼠肺

泡巨噬细胞株 NR8383 的吞噬靶细胞。本实验在固

表 2　两组不同时间点NR8383细胞胞葬率变化比较（x±s）

组别
样本数

（孔）

细胞胞葬率（%）

6 h 12 h 24 h

空白对照组 3 37.46±8.30 44.02±2.71 43.52±6.58
5% CSE 组 3 41.33±7.63   33.64±1.30 a 45.90±5.70

注：NR8383 细胞为大鼠肺泡巨噬细胞，CSE 为香烟烟雾提取

物；与空白对照组比较，aP＜0.01

注：RLE-6TN 细胞为大鼠Ⅱ型肺泡上皮细胞； 
与空白对照组比较，aP＜0.01

图 2  各组 RLE-6TN 细胞凋亡率比较

注：NR8383 细胞为大鼠肺泡巨噬细胞，CSE 为香烟烟雾提取物，
AnnexinⅤ-FITC 为膜联蛋白Ⅴ-异硫氰酸荧光素，PI 为碘化丙啶

图 3  流式细胞仪检测两组不同时间点 NR8383 细胞的胞葬率
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定的紫外线强度和暴露时间下诱导 RLE-6TN 细胞

凋亡，用 AnnexinⅤ-FITC/PI 荧光染色结合流式细胞

仪检测细胞凋亡情况。结果显示，随着紫外线暴露

后时间延长，RLE-6TN 细胞凋亡率呈递增趋势（凋

亡率在紫外线暴露后 1 h 可达 90% 以上），考虑胞葬

实验中 PKH26 标记 RLE-6TN 细胞大约需 50 min，

因此选择在紫外线暴露后 10 min 进行细胞标记。

  多项研究证明，CSE可抑制人、小鼠和大鼠肺泡

巨噬细胞胞葬功能［16-18］；也有研究者提出，有限剂

量的 CSE 可激活巨噬细胞功能，或呈现先激活后抑

制的状态，但伴随CSE浓度升高或暴露时间延长，巨

噬细胞发生进行性损伤，细胞活性和免疫功能全面

衰退［19-20］。本研究通过对 5% CSE 干预 6、12、24 h 

NR8383 细胞胞葬功能的检测发现，在 5% CSE 刺激

6 h 和 24 h 时 NR8383 细胞胞葬率呈小幅上升趋势，

但作用12 h时胞葬率受到明显抑制。结合目前国内

外研究结果推断，5% CSE 作用于 NR8383 细胞，在 

较短时间内（6 h）细胞免疫功能可能处于被激活的

状态；随着时间延长（12 h），其功能状态由急性的激

活转变为损伤；而当作用时间延长至 24 h 时，因 5% 

CSE 未造成过度的细胞损伤，细胞可能修复或代偿 

了部分吞噬功能，但仍需进一步研究证实。根据细

胞存活率高、胞葬作用弱的预设条件，并综合以上

结果考虑，可选择5% CSE作用NR8383细胞12 h作 

为肺泡巨噬细胞胞葬功能障碍体外模型条件。

  综上，特定浓度的香烟烟雾可造成肺泡巨噬细

胞胞葬功能障碍，本研究建立的肺泡巨噬细胞胞葬

功能障碍体外模型，可用于研究以慢性炎症反应为

主要病理变化的慢性呼吸系统疾病。但胞葬过程涉

及多个环节及信号通路，因此，慢性呼吸系统疾病病

理过程中胞葬功能的变化机制仍有待深入研究。
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