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［摘要］　目的：观察布地奈德对体外培养的鼻息肉成纤维细胞生长及凋亡的影响，探讨激素局部应用治疗鼻息肉的可能机制。方

法：取９例鼻息肉患者的鼻息肉组织进行传代培养后获得鼻息肉成纤维细胞，观察不同浓度（１５、３０、６０μｌ／ｍｌ）布地奈德作用４８、７２、９６
和１２０ｈ对成纤维细胞活力的影响，流式细胞仪和Ｈｏｅｃｈｅｓｔ染色观察３０μｌ／ｍｌ布地奈德作用４８、７２、９６和１２０ｈ对成纤维细胞凋亡的

影响，并与空白对照组进行对比。结果：与空白对照组相比，当布地奈德的浓度＞３０μｌ／ｍｌ时能显著抑制成纤维细胞的生长（Ｐ＜
０．０５），且随着浓度的升高、时间的延长，抑制作用明显增强；流式细胞仪和Ｈｏｅｃｈｅｓｔ染色结果表明，３０μｌ／ｍｌ布地奈德能导致成纤维细

胞凋亡，与空白对照组对比差异显著（Ｐ＜０．０５）。结论：布地奈德体外能抑制鼻息肉成纤维细胞的生长并诱导其凋亡。
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　　鼻息肉是耳鼻喉科头颈外科的常见病［１］，其发病一般

认为与过敏和炎症相关［２３］，但具体发病机制尚不明确。糖

皮质激素（ＧＣ）能有效地减轻鼻黏膜的肿胀，治疗和预防鼻

息肉的复发，但其作用机制仍在探讨中。以往的大量研

究［４６］发现ＧＣ可减少参与过敏和炎症反应的细胞数量，降

低其活性，甚至导致细胞凋亡，但对鼻息肉的支架细胞成纤

维细胞（ＮＰＦＳ）的研究较少。该细胞除了参与构成鼻息肉的

支架外，还被证实可产生包括细胞因子、多核白细胞在内的

多种生物活性物质［７］。本研究通过传代培养获得 ＮＰＦＳ，观

察局部应用激素布地奈德（ＢＵＤ）对ＮＰＦＳ生长的影响，从而

探讨ＧＣ治疗鼻息肉的作用机制。

１　材料和方法

１．１　标本来源　鼻息肉标本取材于上海市第一人民医院耳

鼻喉科行鼻息肉摘除术的患者，共有９例标本符合要求（细

胞培养后成活并含菌少）。患者年龄１８～６５岁，中位年龄３５
岁；男４例，女５例；为了使所有鼻息肉常见的鼻部伴随疾病

都有所覆盖，入选病例除鼻息肉外还分别患有其他鼻部疾

病，其中过敏性鼻炎２例，慢性鼻炎３例，慢性鼻窦炎４例。

１．２　细胞培养

１．２．１　原代培养　取鼻息肉标本置于无菌平皿中，用磷酸

盐缓冲液（ＰＢＳ）洗净血细胞，选择苍白色的鼻息肉组织剪成

１～２ｍｍ３大小的组织块，再用清水洗２～３次，洗净血细胞静

置一段时间后弃上清。用毛细滴管吸入组织块，均匀地涂布

在培养瓶中，将培养瓶置于３７℃、５％ＣＯ２培养箱中静置约２

ｈ，待组织块贴壁后小心加入培养液（ＲＰＭＩ１６４０＋１０％新生

牛血清＋１００μｌ／ｍｌ青霉素＋１００μｌ／ｍｌ链霉素）。３ｄ后观

察，２～３ｄ更换一次培养液，４～７代可获得成纤维细胞长成

片，然后用胰蛋白酶消化，继续培养。

１．２．２　传代培养　细胞长成单层后，吸弃培养液，加入

０．２５％ＴＭＥＤＴＡ胰蛋白酶消化，镜下观察细胞变圆时吸弃

消化液，用培养液重新悬浮细胞。

１．２．３　接种细胞　调整细胞悬浮密度为３×１０５／ｍｌ接种于

直径３５ｍｍ的培养皿中，总液量为２ｍｌ，除一份为原培养液

继续进行细胞培养外，余分别为含不同浓度ＢＵＤ的培养液

（产品购自Ａｓｔｒａｚｅｎｅｃａ公司，为临床常用鼻喷剂）。因是鼻

喷剂，治疗量可为１喷／ｄ，每喷约为６０μｌ（１．２８ｍｇ／μｌ），为对

比方便，操作精确，将试剂喷于烧杯中用加样器吸取，并用培

养液稀释，调整后ＢＵＤ浓度分别为１５、３０、６０μｌ／ｍｌ。

１．３　细胞活力观察　在细胞培养的最后阶段，弃去培养液，

用ＰＢＳ洗两次，细胞用胰蛋白酶消化，并分别于培养后４８、

７２、９６和１２０ｈ采用锥虫蓝染色法进行活细胞计数，按下式

计算细胞活力：细胞活力（％）＝（总细胞数－着色细胞数）／

总细胞数×１００％。细胞培养９６ｈ选取ＢＵＤ浓度为３０μｌ／

ｍｌ的实验组细胞和空白对照组进行瑞士染色，在倒置显微

镜下观察比较两组细胞的数量与排列有无差异。

１．４　细胞凋亡检测　（１）采用流式细胞术观察 ＢＵＤ浓度为

３０μｌ／ｍｌ的细胞和空白对照组细胞在４８、７２、９６和１２０ｈ细

胞凋亡情况。流式细胞仪为ＣＯＵＬＴＥＲ公司的ＸＬ型流式

细胞仪，试剂为ＢＥＣＫＭＡＮＣＯＵＬＴＥＲ公司的 ＡｎｎｅｘｉｎⅤ

ＦＩＴＣｋｉｔ。操作按说明书进行。（２）对含ＢＵＤ浓度为３０μｌ／

ｍｌ实验组细胞和空白对照组细胞在细胞培养的４８ｈ用 Ｈｏ

ｅｃｈｅｓｔ染色，并用荧光显微镜观察、摄影。Ｈｏｅｃｈｅｓｔ染色试

剂盒购自Ｂｅｙｏｔｉｍｅ公司，操作按说明书。

１．５　统计学处理　用ＳＡＳ６．１２统计软件分析。计量资料

采用珚ｘ±ｓ，数据的方差齐性分析用Ｌｅｖｅｎｅ检验，组间比较用

Ｃｏｃｈｒａｎ＆Ｃｏｘ近似检验。

２　结　果

２．１　ＢＵＤ对 ＮＰＦＳ活力的影响　ＮＰＦＳ（悬浮浓度为３×
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１０５）被分别置于含ＢＵＤ１５、３０、６０μｌ／ｍｌ及原培养液（空白

对照组）的培养皿中培养，９个病例中比较典型的细胞活力

与时间曲线图见图１。

　　可见ＢＵＤ浓度为１５μｌ／ｍｌ时对细胞影响较小，而ＢＵＤ
浓度为３０μｌ／ｍｌ时，细胞生长受到抑制，活力下降（Ｐ＜０．

０５）；ＢＵＤ浓度为６０μｌ／ｍｌ时，细胞活力显著下降（Ｐ＜０．

０５），一般１２０ｈ已无活力细胞可见。

图１　ＢＵＤ对体外培养鼻息肉

成纤维细胞活力的影响

　　另外，空白对照组细胞与ＢＵＤ３０μｌ／ｍｌ的实验组细胞

９６ｈ用瑞士染色后在倒置显微镜下观察，可见ＮＰＦＳ的数量

与排列均有差异，具体见图２。

图２　细胞培养９６ｈ空白对照组（Ａ）和

实验组（Ｂ）倒置显微镜观察（×１００）

２．２　ＢＵＤ对鼻息肉成纤维细胞凋亡的影响

２．２．１　流式细胞仪分析　用流式细胞仪分析ＢＵＤ浓度为

３０μｌ／ｍｌ的细胞在４８、７２、９６和１２０ｈ的情况时，可见随时间

增长，活力细胞逐渐下降，凋亡细胞数增加，与空白对照组相

比差异显著（Ｐ＜０．０５，表１）。

表１　空白对照组和３０μｌ／ｍｌＢＵＤ实验组凋亡细胞比例数
（ｎ＝９，珚ｘ±ｓ，％）

组别
作用时间

４８ｈ ７２ｈ ９６ｈ １２０ｈ
空白对照组 ０．６９±０．１２ １．２１±０．１１ １．９６±０．１０ ２．２３±０．２１
实验组（３０μｌ／ｍｌＢＵＤ） ４．３１±０．１８ ８．５７±０．２０ １１．７ ±０．１９ ２２．５ ±０．２２

　Ｐ＜０．０５ｖｓ空白对照组

２．２．２　Ｈｏｅｃｈｅｓｔ染色　对含ＢＵＤ浓度为３０μｌ／ｍｌ时的实

验细胞和空白对照组细胞在４８ｈ用 Ｈｏｅｃｈｅｓｔ染色，用荧光

显微镜观察，可见实验组凋亡细胞明显多于空白对照组，该

凋亡细胞因核凋亡后致密浓染，发出蓝色荧光（图３）。

图３　空白对照组（Ａ）和实验组（Ｂ）

Ｈｏｅｃｈｅｓｔ染色结果（×４００）

３　讨　论

　　ＧＣ可抑制许多组织和细胞的生长，可使细胞停留在Ｇ１

期，并诱导其凋亡［８１０］。在鼻息肉的治疗中，研究发现ＧＣ可

使鼻息肉中的嗜酸性细胞及ＩＬ４、ＩＬ５等致炎因子数量下

降，抑制其趋化和移行，甚至直接导致其凋亡［１１］。ＧＣ还可通

过抑制黏附分子的诱导剂ＩＬ１、ＩＬ５、ＴＮＦα等从而减少黏

附分子的表达［１２］。当然，这些作用都是通过激素与其受体结

合而产生的。最近国内李鹏等［１３］的研究亦表明，激素受体

ＧＲβ在决定鼻息肉患者对激素治疗疗效上可能有一定的作

用，在一定程度上可决定组织对ＧＣ的敏感性。而鼻息肉除

了有嗜酸性细胞等炎细胞大量积聚外，还特征性地出现了结

构异常，包括基底膜增厚和成纤维细胞数量增加［１４］。成纤维

细胞除了支架作用外，尚可产生大量细胞因子。因而揭示

ＧＣ能否对ＮＰＦＳ生长产生影响，甚至导致其凋亡对研究ＧＣ
治疗鼻息肉的作用机制意义重大。本研究结果表明，ＢＵＤ可

抑制ＮＰＦＳ生长，且这种抑制作用与所用激素的浓度密切相

关，随着所用激素浓度上升，细胞活力明显下降，与 Ｈｉｒａｎｏ
等［１５］的研究结果相符。ＢＵＤ除了使ＮＰＦＳ的活力细胞数下

降外，在３０μｌ／ｍｌ浓度时，用流式细胞仪和 Ｈｏｅｃｈｅｓｔ染色均

可观察到凋亡细胞存在，与空白对照组相比，差异显著（Ｐ＜

０．０５）。这些是ＢＵＤ直接可导致 ＮＰＦＳ凋亡的强有力证据。

此外，本研究所选取的病例，除鼻息肉外还包含了常见的鼻

息肉的伴随疾病，而无论是鼻息肉的培养及以后的激素应用
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对培养物的抑制作用，均未发现有明显差异。

　　综上所述，ＢＵＤ可抑制ＮＰＦＳ的生长，并诱导其凋亡，这

也许是ＧＣ治疗鼻息肉的作用机制之一。
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