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皮质酮对大鼠腹腔巨噬细胞功能的影响

周建云$蒋建新$杨(策$严(军$王海燕$刘(庆$程(英(("第三军医大学大坪医院野战外科研究所第四研究室$全军
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((摘(要! 目的(进一步明确天然糖皮质激素对巨噬细胞免疫功能的影响及其时效和量效关系& 方法(收集大鼠腹
腔巨噬细胞$分别用 !" )! """ *+,-.的皮质酮"/0123/042510*5$ 6789#刺激$检测细胞的黏附%趋化和吞噬功能’使用
:;<=>试剂盒检测细胞培养上清中9?@#!的含量& 结果($" *+,-.的皮质酮显著增强巨噬细胞的黏附功能"!A"B"$#$
!" *+,-.和 $" *+,-.的皮质酮刺激细胞后$其趋化功能均显著增加"!A"B"$#& 同时$$" *+,-.的皮质酮还可显著增强巨
噬细胞的吞噬功能"!A"B"$#和促进巨噬细胞分泌9?@#!"!A"B"!#$而使用高浓度皮质酮"$"" *+,-.和 ! """ *+,-.#处
理时$巨噬细胞的上述功能增强趋势减弱或无增强’在 "C$ )$ D范围内$皮质酮处理 ! D时细胞的吞噬功能和分泌9?@#!
的功能增强最明显$刺激更长时间后其功能的增强趋势逐渐减弱& 结论(一定剂量的天然糖皮质激素急性刺激可明显增
强免疫功能&
((关键词! 皮质酮’巨噬细胞’免疫
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((创伤应激是创伤早期机体的主要反应之一$创伤
后机体免疫功能变化和炎症反应是创伤后全身性损害
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以及各种并发症发生%发展的病理生理基础*!+ & 神经
内分泌系统和免疫系统关系密切$但是关于神经内分
泌对免疫的调控多数是基于免疫激活状态下大剂量的

人工合成类激素的抑制作用$而创伤早期无免疫刺激
状态下内源性激素对免疫的调控作用少见报道& 下丘
脑#垂体#肾上腺轴"DN\02DM.M-3/#\32O32M1N#MY15*M.MQ34$
Ja>MQ34#是创伤应激中兴奋的主要神经内分泌轴$糖
皮质激素是Ja>轴的主要效应激素& 天然免疫系统
在机体的防御反应和维持内环境稳定中起到非常重要

的作用$因此本研究通过体外实验模型$检测皮质酮对
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第 &期( 周建云$等C皮质酮对大鼠腹腔巨噬细胞功能的影响(

大鼠腹腔巨噬细胞天然免疫功能的影响及其量效和时

效关系$初步探讨创伤早期出现感染前应激性糖皮质
激素对免疫功能的影响$并深化对创伤早期机体病理
生理变化规律的认识&

89材料与方法

!C!(材料
((成年雄性 =[大鼠 !"’ 只"体质量 &&" )&$" +#$购自大坪
医院野战外科研究所实验动物中心& 实验前禁食$自由饮水&
8a]<!G%" 培养基购自JN6.0*5公司"K=>#$胎牛血清"W52M.V0#
3̂*5451O-$@X=#购自民海生物$皮质酮和W#-52#.5O#\D5"@];a#
购自 =3+-M"K=>#$9?@#!检测用 :;<=>试剂盒购自 8b[=N4#
25-4"K=>#$=N4-5Q@#’&" 细胞计数仪为 =R=]:e公司 "日
本#$趋化小室购自?5O10a10V5"K=>#$$ "-孔径趋化滤膜为
]3..3\015公司"K=>#$表达红色荧光蛋白的大肠杆菌为本实验
室制作&

!C&(腹腔巨噬细胞的分离%培养
((大鼠腹腔巨噬细胞"\51320*5M.-M/10\DM+5$ a]##的分离%
培养参照6D0O等*&+的方法$略有改进& 每批取 % 只雄性 =[大
鼠$肌肉注射 Ef戊巴比妥钠麻醉大鼠$消毒腹部皮肤后向腹腔
注射 %" -.预冷的aX=$按摩 ! )& -3*后$打开腹腔回抽灌注液
"可回抽 E$ -.左右#$以 % g E"" h"离心 !" -3*$用8a]<!G%"
完全培养基"含 !"f@X=$&" --0.,;谷氨酰胺$!"" K,-.青霉
素和 !"" K,-.链霉素#重悬$混和收集的细胞后按照 & h!"G ,
孔接种至 &% 孔板$$f 67&$饱和湿度$EH g培养箱培养 & D
后$用预温的[#JM*i4液轻轻洗涤细胞 & 次以纯化巨噬细胞&
经S13+D2染色证明 F"f以上为巨噬细胞$台盼蓝染色显示细
胞活率超过 F$f& 纯化细胞后每孔准确加入 ! -.8a]<!G%"
完全培养基培养过夜&

!CE(巨噬细胞黏附功能的检测
((参照 PM1/3M等*E+的方法$略有改变& 用 8a]<!G%" 完全培
养基将所收集的腹腔细胞调整细胞数至 !C$ h!"G -.j!$每管
$"" ".加入 !C$ -.:a管内$然后分别加入 &" ".不同工作浓度
的皮质酮$以达到对应的终浓度"!"%$"%!""%$"" *+,-.#$培养
基作为阴性对照"各浓度设 E 个重复管#$:a管置 EH g水浴摇
床分别振荡培养 !"%E" -3* 和 G" -3*$各时间点分别取 !"" ".
细胞悬液$用细胞计数仪检测细胞密度& 黏附功能以黏附指数
"MYD515*/53*Y5Q$ ><#表示$><计算公式为!><k!"" j"某时间
点悬液中细胞密度,初始细胞密度# h!""&

!C%(巨噬细胞趋化功能的检测
((参照[5#.M#@O5*25等*%+的方法$用 8a]<!G%" 完全培养基
将所收集的腹腔细胞调整细胞数至 $ h!"G -.j!& 向 ?5O10
a10V5趋化小室下板每孔加入 &’ ".!" jH -0.,;@];a作为巨噬
细胞趋化因子$趋化小室上下板间隔以趋化滤膜$上室每孔加
入 $" ".含有不同终浓度皮质酮"!"%$"%!""%! """ *+,-.#的细
胞悬液$以普通培养基为对照"每批实验各浓度设 E 个复孔$共
重复 % 次#& 趋化小室置 $f67&$饱和湿度$EH g培养箱 & D
后$取出滤膜$经过刮膜%干燥%固定%染色处理步骤后$显微镜
观察计数$趋化结果以趋化指数"/D5-02M/23/3*Y5Q$ 6<#表示&

6<以 !"" 倍镜下 E个视野中穿膜巨噬细胞数目的平均值反映&

!C$(巨噬细胞吞噬功能的检测
((参照 >.̂M15l等*$+的方法$向过夜培养的巨噬细胞中加入
不同终浓度的皮质酮"!"%$"%!""%$""%! """ *+,-.#$以培养基
作为对照"每批次各浓度设 E 个复孔$重复 E 次#& $f 67&$饱
和湿度$EH g培养箱内处理相应时间后$收集培养上清至
!C$ -.:a管$置j’" g冰箱保存’细胞用预温的[#JM*i4液轻
轻洗涤细胞两次后$然后每孔准确加入 "C$ -.8a]<!G%" 完全
培养基以及 $" ".细胞数为 & h!"’-.j!的表达有红色荧光蛋白
的大肠杆菌$吞噬 E" -3*$弃上清并空干$预温的aX=洗涤细胞
$次$%f多聚甲醛固定后$以激发波长 %’’ *-$检测波长 $G’
*-进行激光共聚焦显微镜观察并照片$每孔 $ 个视野& 细胞
内有红色荧光信号的巨噬细胞视为吞噬了细菌的细胞$细胞的
吞噬功能以吞噬指数"\DM+0/N23/3*Y5Q$a<#和吞噬率"\DM+0/N2#
3/1M25$ a8#表示*%$ $+ !吞噬率 k!"" 个巨噬细胞中吞噬了大肠
杆菌的细胞数目,!""’吞噬指数 k!"" 个巨噬细胞中吞噬了的
大肠杆菌总数,!""

!CG(培养上清9?@#!浓度的检测
((按照:;<=>试剂盒操作说明书步骤$每个样本取 !"" ".$
检测激素刺激后巨噬细胞培养上清中9?@#!的浓度&

!CH(统计学方法
((数据以 !#m$表示& 使用 =a== !"C" 统计软件对数据进行
统计分析$黏附%趋化%9?@#!和吞噬功能的量效关系结果数据
采用单因素方差分析方法分析$吞噬功能和9?@#!分泌的时效
关系数据采用独立样本的%检验&

:9结果

&C!(皮质酮对大鼠腹腔巨噬细胞黏附功能的影响
((不同浓度皮质酮处理大鼠腹腔巨噬细胞在 !"%E" -3* 和
G" -3*后$细胞的黏附指数随时间的延长而增加& 在各个时间
点$!" )$"" *+,-.皮质酮可增强细胞的黏附功能$其中 $" *+,
-.皮质酮处理后细胞黏附功能达到峰值$并且 $" *+,-.皮质
酮处理后细胞在 !" -3* 和 E" -3* 的黏附指数显著高于对照$
但是在 G" -3*时$各处理组间无显著差异"!n"C"$#$见表 !&

表 89不同浓度皮质酮刺激对巨噬细胞黏附功能的影响

黏附时间"-3*#
组别

!" E" G"
对照组 E’CG mEC$ $"C" mHC! $HC% mGCG

皮质酮 !" *+,-.((( %&CE mHC! $$C$ m’CFM G!C$ mFC’
$" *+,-. %$C% m’C$M $$CF m’C%M G!C’ m!!CG
!"" *+,-. %ECE mGCH $ECE m’C& $’CH mFCH
$"" *+,-. %ECH m’C& $!CG m!"C& $FC" m!"C!

M! !A"B"$$与对照组比较

&C&(皮质酮对大鼠腹腔巨噬细胞趋化功能的影响
((不同浓度皮质酮处理巨噬细胞后$随着皮质酮刺激浓度的
增加 !" )! """ *+,-.$细胞趋化指数先升高后降低$在
$" *+,-.时达到峰值& 实验中各浓度皮质酮处理后细胞的趋
化指数均高于对照组$其中 !" *+,-.和 $" *+,-.皮质酮处理后
细胞趋化指数显著增加"!A"B"$#&
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&CE(皮质酮对大鼠腹腔巨噬细胞吞噬功能的影响
(($" *+,-.皮质酮处理巨噬细胞 ! D 后$细胞的吞噬指数和
吞噬率均显著增加"!A"B"!#$而延长处理时间"处理 & )$ D#
后$与对照组相比其增强趋势反而减弱$甚至无显著差异"!n
"B"$#$见表 &&

表 :9;< *1=/.皮质酮对巨噬细胞吞噬功能影响的时效关系

吞噬指数 吞噬率处理

时间 对照组 皮质酮 对照组 皮质酮

"C$ D !CE" m"C!F !CHE m"C%HM "CEF m"C"H "C%" m"C"’
! D !CE! m"CE! !C’& m"C$%M "C%" m"C"F "C$! m"C"’M

& D !CE$ m"C&! !CEF m"C&$ "C%& m"C"F "C$! m"C!&
E D !CE" m"C&$ !CE% m"C&H "C%% m"C!! "C%F m"C!!
$ D !CE& m"C&E !CE$ m"C&H "C%" m"C"’ "C%! m"C"’

M!!A"B"!$与对照组比较

((不同浓度皮质酮"!" )! """ *+,-.#处理 ! D后$细胞的吞
噬指数和吞噬率均增加$其中吞噬指数以 $" *+,-.皮质酮处理
时达到峰值$显著高于对照"!A"B"!#$并且此时细胞的吞噬率
也显著增加"!A"B"!#’但是使用更高浓度皮质酮处理后$细胞
吞噬指数和吞噬率均逐渐降低"表 E#&

表 >9皮质酮对巨噬细胞吞噬功能影响的量效关系

组别 吞噬指数 吞噬率

对照组(( "C%" m"C"F !CE! m"CE!
皮质酮 !" *+,-. "C$% m"C"FM !C$& m"C&!V

$" *+,-. "C$! m"C"’M !C’& m"C$%M

!"" *+,-. "C%G m"C!&V !C%F m"C&&V

$"" *+,-. "C%$ m"C"’ !C%! m"C&&
! """ *+,-. "C%E m"C!! !CEF m"C&F

M!!A"B"!$ V!!A"B"$$与对照组比较

&C%(皮质酮对大鼠腹腔巨噬细胞分泌9?@#!的影响
(($" *+,-.和 !"" *+,-.皮质酮处理巨噬细胞 ! D后$培养上
清9?@#!浓度显著高于对照组$其中又以 $" *+,-.处理后最
高$而继续增加激素浓度后9?@#!浓度逐渐降至基础水平& 在
使用 $" *+,-.皮质酮处理不同时间后""C$ )$ D#$"C$ D和 ! D
组显著高于对照"!A"B"$#$继续延长处理时间后$ 9?@#!浓
度增加趋势减弱$与对照组无差异"!n"B"$#"表 %$$#&

表 ?9皮质酮对巨噬细胞分泌@ABC!影响的时效关系"-1=/.#

组别 "C$ D & D E D $ D
对照组 &!’CE m$&C! &"’CG mGHC& &!&CE m$$CE &"!CE mE!CE
$" *+,-. &’&C" m%%CFV &’%C$ mGGC’ &GHC’ m$!CF &’’CE m!"!CF

M!!A"B"!$与对照组比较’V!!A"B"$$与对照组比较

表;9皮质酮处理 8 0对巨噬细胞分泌@ABC!影响的量效关系"-1=/.#

组别 9?@#!浓度
对照组(( &!$C% m$%CG

皮质酮 !" *+,-. &G%CH m$"C!
$" *+,-. E"FC’ m$!CFM

!"" *+,-. &’&CF m%$C"V

$"" *+,-. &%HCE m$"CG
! """ *+,-. &&&C’ m$"C"

>9讨论

((应激即神经内分泌反应$是随创伤发生而即刻出

现的一种机体反应*!+ $是引起机体内环境和免疫功能
变化的原因之一& 神经内分泌系统与免疫系统关系密
切$但是过去研究主要探讨感染等免疫因素刺激情况
下神经内分泌反应的反馈调控作用$关于神经内分泌
反应对无感染情况下免疫功能的影响尚少见报道*G+ &
因为Ja>轴以及糖皮质激素分别是创伤应激中的主
要神经内分泌轴和内分泌激素$通过检测天然糖皮质
激素对非激活状态下机体免疫功能的影响$可在一定
程度上反映创伤早期神经内分泌对机体免疫功能调控

的方式$深化对创伤早期机体病理生理变化的认识&
本研究通过使用一定浓度范围"!" )! """ *+,-.#的
皮质酮刺激大鼠腹腔巨噬细胞后显示$$" *+,-.的皮
质酮可显著增强其免疫功能$并且这种作用在 ! D 左
右最强&
((大鼠内源性的天然糖皮质激素为皮质酮$其生理
剂量约为 E$ *+,-.*H+ $在应激状态下其水平升高& 本
研究选用 !" )! """ *+,-.的皮质酮主要是为了观察
生理状态及不同应激状态下皮质酮的免疫调控作用&
$" *+,-.相当于适度应激下机体皮质酮水平$此浓度
皮质酮刺激可显著增强巨噬细胞免疫功能$这在一定
程度上解释了急性适度应激下机体免疫力增强的原

因*’$ F+ & 糖皮质激素出现免疫抑制作用的浓度往往高
于 !" jG -0.,;"$"" *+,-.# *!"+ $实验对象常合并感染
或;a=等免疫激活剂的刺激$并且使用的多数为人工
合成类激素$而它们具有特殊的代谢动力学$在体内很
少与血浆蛋白结合而绝大多数为具有活性的游离状

态$但天然糖皮质激素则 F"f以上与血浆蛋白结合而
无活性’另外人工合成类激素与糖皮质激素受体的亲
和力也高于天然激素*H+ $这也是本研究中 ! """ *+,-.
的皮质酮也没有出现免疫抑制作用的主要原因$文献
*!!+报道甚至使用 & """ *+,-.的皮质酮时小鼠腹腔
巨噬细胞吞噬功能仍不被抑制&
((黏附%趋化和吞噬颗粒是巨噬细胞吞噬过程的重
要组成*!&+ & 黏附是巨噬细胞发挥吞噬的第 ! 步$$"
*+,-.皮质酮可显著促进巨噬细胞在 !" -3*和 E" -3*
的黏附功能$但是在培养 G" -3* 后$由于大部分巨噬
细胞都贴壁"巨噬细胞占所收集的总腹腔细胞的 G"f
左右*!E+ #$各组之间差异缩小& 我们的结果显示 $"
*+,-.皮质酮处理后$可显著增强巨噬细胞的趋化作
用& 巨噬细胞对细菌的吞噬能力可以通过其吞噬指数
和吞噬率来反映*!%+ $实验结果显示$$" *+,-.的皮质
酮可同时增强细胞的吞噬指数和吞噬率$这种一致性
的变化更有力地说明了该浓度的皮质酮可显著增强巨

噬细胞的吞噬功能&
((9?@#!是一种重要的细胞因子$在机体的免疫反
应中起着重要的作用& 巨噬细胞被激活后$通过分泌

&&! (((((((((((((第(三(军(医(大(学(学(报((((((((((((第E"卷
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9?@#!等细胞因子$来杀灭外来细菌和自身受感染的
细胞$最终达到保护机体的目的& 本实验结果显示$使
用 $" *+,-.的皮质酮刺激可显著促进大鼠腹腔巨噬
细胞9?@#!的分泌& 有研究显示 E$ *+,-.的皮质酮
可激活核因子 $X"?@#$X# *H+ $而 9?@#!是 ?@#$X的
主要下游激活分子$这与我们的结果吻合&
((使用 $" *+,-.皮质酮处理腹腔巨噬细胞不同时
间$发现其免疫功能随刺激时间变化而改变& 本研究
结果显示巨噬细胞吞噬功能和分泌 9?@#!的功能在
$" *+,-.皮质酮处理后均增强$但是以 ! D 增强最显
著& 有研究表明急性应激后小鼠免疫功能增强$但是
慢性应激时其免疫功能被抑制*F+ $这说明皮质酮的免
疫调控作用还受时间的影响&
((总之$本实验通过体外模型检测皮质酮对大鼠腹
腔巨噬细胞黏附%趋化%吞噬和分泌 9?@#!功能的影
响及其量效和时效关系$说明无免疫刺激条件下一定
剂量的天然糖皮质激素急性刺激可显著增强免疫功

能$初步反映创伤早期适度的创伤应激可提高机体的
免疫力&
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