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摘 要: 探究布地奈德 (budesonide, BUD) 对人气道上皮 9HTEo鄄细胞增殖的影响及机制, 利用 CCK鄄8法检测
BUD对 9HTEo鄄细胞增殖的影响, 荧光显微镜观察经 BUD处理后 9HTEo鄄细胞形态的改变, 流式细胞术检测细
胞周期分布变化, Western blot检测 p27kip1蛋白表达. CCK鄄8法结果显示 3~10 滋mol/L BUD对细胞具有显著
的抑制作用(P<0.01); 荧光显微镜下, 1~10 滋mol/L BUD处理后细胞可见明显的增殖受抑尧凋亡形态; 流式细胞
术检测 G0/G1期细胞随着 BUD浓度的增加而增多, S期细胞逐渐减少; Western blot检测结果提示 BUD能使
p27kip1 表达增加 . 由此可见 , BUD 对人气道上皮细胞株 9HTEo鄄具有显著增殖抑制作用 , 其作用与提高
p27kip1蛋白的表达, 将细胞阻滞在 G0/G1期有关.
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Eeffects and Mechanisms of Budesonide on Proliferation of Human
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Abstract: To investigate the effects and possible mechanisms of budesonide (BUD) on proliferation of human
airway epithelial 9HTEo鄄cells, cell proliferation was determined by Cell Counting Kit鄄8 assay. Fluorescence
microscopy was used to observe the morphological changes of 9HTEo鄄cells induced by BUD. Cell cycle was
analyzed by flow cytometry (FCM), and the expression of p27kip1 was detected by Western blot method. The
results showed that BUD could significantly inhibit the growth of 9HTEo鄄cells (P<0.01) at the concentration
3 ~10 滋mol/L. Marked morphological changes of 9HTEo鄄cells were found clearly using Hoechst 33258
staining. With the gradual increase of BUD concentration, the G0/G1 cells increased by degrees, while the S鄄
phase cells decreased gradually, and Western blot results showed that the expression of p27kip1 of 9HTEo鄄
cells was up鄄regulated. These experiments demonstrated that BUD has a significantly effect on inhibiting
proliferation of 9HTEo鄄cells. Moreover, blocking 9HTEo鄄cells at the G0/G1 phase by enhancing the expres鄄
sion of p27kip1 protein may be one of the mechanisms of BUD inhibiting 9HTEo鄄proliferation.
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作为在局部起高效抗炎作用的新一代糖皮质

激素, 布地奈德(budesonide, BUD)近年来广泛应
用于支气管哮喘的临床治疗, 具有作用强、副反
应轻等特点. 相关研究表明, 布地奈德主要通过
抑制气道致敏肥大细胞及淋巴细胞释放组胺、白

三烯、前列腺素等活性介质, 从而抑制气道免疫
炎症, 减轻气道粘膜水肿及气道痉挛, 改善通气
而控制哮喘[1, 2]. 长期临床实践发现, 布地奈德缓
解哮喘作用明显, 但却无法根除本病, 有学者推
测这与布地奈德抑制气道上皮细胞增殖与迁移有

关[3, 4]. 然而, 在体内复杂的调控环境下, 布地奈德
对气道上皮细胞的单纯作用难于监测, 本研究拟
以体外培养的人气道上皮 9HTEo鄄细胞为研究对
象, 应用细胞学及分子生物学方法观察布地奈德
对 9HTEo鄄细胞增殖的影响, 并从细胞及分子水平
上探明其作用机制, 以期为进一步认识布地奈德
治疗哮喘的作用机理提供新的理论依据.
1 材料和方法

1.1 材料与仪器

布地奈德 (纯度 跃90% ), 美国 Sigma 公司 ;
DMEM培养基, GIBCO公司; 胎牛血清 GIBCO公
司; 人气道上皮细胞株 9HTEo鄄细胞由美国西雅图
华盛顿大学儿科系 Hans D援Ochs教授惠赠; CCK鄄
8试剂盒, 碧云天生物技术研究所; Hoechst33258
试剂盒, 南京凯基生物科技发展有限公司; 小鼠
抗人 p27kip1单克隆抗体, 北京博奥森生物技术
有限公司; 茁鄄actin单克隆抗体由碧云天生物技术
研究所进口分装; HRP标记的兔抗鼠 IgG, 北京
中杉生物科技公司; ECL化学发光试剂, 碧云天
生物技术研究所 ; 二氧化碳培养箱 , 美国 BIO鄄
RAD 公司 ; 倒置荧光相差显微镜 , 日本 NIKON;
电子显微摄像系统, 日本 NIKON; 多功能酶标仪,
美国 THERMO; 流式细胞仪, 美国 Becton Dickin鄄
son 公司.
1.2 细胞培养与药物处理

人气道上皮细胞株 9HTEo鄄细胞接种于含 10%
血清的 DMEM培养液中, 置 37 益、5豫的 CO2培
养箱中培养, 用 1豫的胰酶溶液消化传代. 布地奈
德用无水乙醇溶解配成 10 mmol/L的储存液, 临
用前用 DMEM稀释成各种浓度, 并将无水乙醇浓

度控制在 0.1%以下.
1.3 CCK鄄8法检测 BUD对 9HTEo鄄细胞株增殖
的影响

将对数期生长细胞调整浓度至 5伊104/mL, 每孔
200 滋L接种至 96孔板上, 每组设 6个复孔, 同时
设对照孔, 置 37 益、5%的 CO2培养箱中待细胞贴
壁后, 再分别加入终浓度为 0.3、1.0、3.0、10 滋mol/L
BUD, 继续培养细胞 48、72、96 h后, 弃上清, 每孔
加入 100 滋L 无血清 DMEM 培养基 及 10 滋L
CCK鄄8 溶液, 微震荡后 37 益继续孵育 2 h, 酶标
仪 450 nm波长处测定吸光度值 (absorbance, A).
以 0 滋mol/L BUD为对照组计算细胞增殖抑制率.
增殖抑制率=((1-实验组平均 A 值/对照组平均 A
值))伊100%.
1.4 荧光染色观察细胞形态的改变

取对数生长期的 9HTEo鄄细胞, 调整细胞浓度
为 1伊106/mL, 接种于 6 孔板, 待细胞贴壁后更换
培养基 , 实验组加入终浓度为 0.3、1.0、3.0、10
滋mol/L BUD的培养基 2 mL, 阴性对照孔加入完
全培养基 2 mL, 继续培养 72 h 后, 吸尽培养液,
加入 0.5 mL固定液固定 10 min; 去除固定液, 用
Buffer A洗两遍, 每次 3 min, 然后吸尽液体. 加入
0.2 mL Hoechst 33258 工作液染色液 , 染色 10
min, 水冲净晾干; 置荧光显微镜下观察.
1.5 hochesthochest细胞周期分布检测

采用流式细胞检测技术. 取对数生长期细胞
接种于 50 mL 培养瓶中 , 用终浓度为 0.3、1.0、
3.0、10 滋mol/L BUD 处理 9HTEo鄄细胞 72 h 后收
集细胞, 以 0 滋mol/L BUD组为对照组, 预冷 PBS
洗涤 1次, 加入预冷 70%乙醇 4 益固定 24 h, PBS
洗涤 2次后加入 1% RNA 酶溶液 200 滋L, 37 益
水浴 30 min, 加入碘化丙啶 800 滋L混匀, 4 益避
光 30 min, 流式细胞分析仪检测.
1.6 Western blot法检测 p27kip1蛋白的表达

实验分组及药物浓度同 1.5项下. 细胞经药
物处理 72 h 后 , 每组收集 107 个细胞 , 各加入
120 滋L蛋白裂解液在冰浴中裂解 30 min, 4 益离
心 30 min, 吸取上清测定蛋白量, 用 SDS鄄PAGE
电泳分离蛋白, 每孔加蛋白 50 滋g, 电泳结束后取
凝胶将蛋白电转(半干转)至 PVDF 膜, 封闭后加
抗 p27kip1一抗 4 益过夜; 漂洗后加二抗 37 益孵

Key words: Budesonide; human airway epithelial cell line 9HTEo鄄; cell proliferation; p27kip1
（Life Science Research，2011，15（6）：507耀511）
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2.3 BUD对 9HTEo鄄细胞周期分布影响
与对照组比较 , 0.3 ~1 滋mol/L BUD 对

9HTEo鄄细胞周期分布影响不大, 而 3~10 滋mol/L

BUD作用于细胞 72 h后, S期细胞越来越少, 而
G0/G1期细胞逐步增多, G2/M期变化不大, 9HTEo鄄
细胞阻滞在 G0/G1期, 见表 2.

育 1 h, 再次漂洗后用 ECL试剂盒进行显色, 摄像
保存. 检测结果进行灰度扫描后, 用 Quantity one
分析软件测定各蛋白条带平均光密度,并以 茁鄄actin
为内对照 , 计算 p27kip1 的相对表达量 (即
p27kip1平均光密度值分别与 茁鄄actin平均光密度
值的比值).
1.7 统计学分析

采用 SAS9.1统计软件对数据进行统计学分析,
所有数据用 x依 s表示, 间组比较用 t检验.
2 结果

2.1 BUD对 9HTEo鄄细胞增殖的影响
0.3~1 滋mol/LBUD 对 9HTEo鄄细胞的增殖抑

制作用相对较弱, 而 3~10 滋mol/L BUD具有显著
的抑制作用, 并呈量效和时效关系, 与对照组比
较, 差异有显著性, 见表 1.
2.2 BUD对 9HTEo鄄细胞形态学影响
荧光显微镜下, 0 滋mol/L BUD组 9HTEo鄄细胞

胞核染色均匀 , 染色偏淡 , 呈暗蓝色 (图 1A).

0.3 滋mol/L BUD 处理后细胞核染色开始出现不
均匀, 但胞核染色仍然较淡, 结构相对完整, 细胞
数量稍微减少. 1~10 滋mol/L BUD处理后细胞出
现明显的增殖受抑、凋亡形态变化: 可见细胞数
量明显减少, 细胞核固缩、变小、核碎裂, 染色质
高度凝集, 细胞核染色明显加深, 荧光更为明亮,
强度深浅不一 , 并可见颗粒状深染物质 . 随着
BUD浓度升高, 增殖受抑、凋亡形态变化更为明
显(图 1).

表 1 BUD对 9HTEo鄄增殖的抑制作用
Table 1 Effects of inhibition of BUD on 9HTEo鄄cells

0
0.3
1
3
10

48 h
原

11.66依1.33
18.85依2.16*

24.95依2.02**

29.37依0.69**

72 h
原

13.89依2.79
22.27依3.13**

29.58依2.03**

34.72依1.89**

96 h
原

16.46依2.59**

21.06依3.06**

31.13依1.91**

40.64依1.78**

Inhibition/(%)BUD/(滋mol·L原1)
x依 s n=6

注: *P<0.05, **P<0.01, 与对照组比较.
Notes: *P<0.05, **P<0.01, compared with the control group.

(A) Control group (B) 0.3 滋mol/L BUD experimental group (C) 1 滋mol/L BUD experimental group

(E) 10 滋mol/L BUD experimental group(D) 3 滋mol/L BUD experimental group
图 1 经 BUD作用 72 h后体外培养 9HTEo鄄细胞的形态
Hoechst 33258染色, 伊400.
Fig.1 The impact of cell morphology of BUD on cultured 9HTEo鄄cells after treating 72 h
Hoechst 33258 staining, 伊400.
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2.4 BUD 对 9HTEo鄄细胞 p27kip1 蛋白表达的
影响

随着药物浓度的增加, p27kip1 蛋白条带逐
步加深、增粗(图 2). 用 Quantity one分析软件测定
各实验组蛋白条带与 茁鄄actin 蛋白条带的灰度比
值, 1~10 滋mol/L BUD实验组与对照组比较, 差异
有显著性, 见表 3.

3 讨论

支气管哮喘是世界范围内严重威胁公众健康

的慢性病, 尽管在过去的几十年内哮喘研究取得
了较大进展, 但现有治疗不能阻止其发病率逐年
上升的趋势, 探明哮喘发病的确切机制、现有治疗
方法的不足及发现新的治疗措施是当前哮喘研究

的重要任务. 气道上皮损伤与脱落是支气管哮喘
重要病理特征之一, 气道上皮修复主要通过细胞
向损伤处迁移、增殖、分化等过程完成. 其中, 细胞

增殖是细胞损伤后修复能力的重要标志之一[5~7].
糖皮质激素是控制哮喘的主要药物, 它主要通过
气道上皮发挥作用. 因此探究糖皮质激素对气道
上皮修复的影响具有重要意义.

尽管糖皮质激素抗哮喘作用效果明显, 但研
究表明,长期低剂量糖皮质激素口服可抑制老鼠的
河马细胞增殖, 并产生焦虑及抑郁等一些症状 [8].
另有研究表明,长期使用糖皮质激素可引发骨质疏
松, 是因为糖皮质激素可以通过抑制ERK鄄MAPK
信号通路活化而抑制成骨细胞增殖[9]. GC对气道
上皮是否存有相同的增殖抑制作用, 目前文献报
道甚少, 本研究证实, 应用布地奈德处理 9HTEo鄄
细胞后, 可明显抑制 9HTEo鄄细胞的增殖活性. 在
实验中我们观察到, 布地奈德处理 9HTEo鄄细胞
72 h后, 细胞核出现固缩、缩小、核碎裂, 核染色
质高度凝集, 以上现象均表明细胞增殖受到明显
抑制. 本研究也证明, 布地奈德对人气道上皮细
胞系 9HTEo鄄具有明显的增殖抑制作用, 其作用随
药物浓度而增强. Jung [10]等人应用布地奈德处理
肠道上皮 IEC鄄6细胞后, 观察到与本研究一致的
结果.

本研究表明, BUD浓度从 3 滋mol/L开始可明
显影响 9HTEo鄄细胞的细胞周期分布, 并随 BUD
浓度逐渐增加, S期细胞逐步下降, 而 G0/G1期细
胞则随之增加, 细胞增殖受到抑制, 提示 BUD主
要将细胞阻滞在 G0/G1期. 为进一步探讨 BUD阻
滞 9HTEo鄄细胞周期循环的分子机制, 我们应用
Western blot方法, 检测 BUD处理 9HTEo鄄细胞前
后 p27kip1蛋白的变化. 结果表明经 BUD处理过
的 9HTEo鄄细胞中 p27kip1蛋白表达增加, 增加程
度与药物浓度呈正相关. p27kip1 蛋白是由抑癌
基因 p27编码的一种相对分子质量为 27 kD的细
胞周期抑制因子, p27kip1 为停止细胞分裂所必
需, 在休止细胞内呈高表达, 而在增殖细胞内呈
低表达 . p27kip1 与 G1 后期所形成的 cyclinE鄄
CDK2等复合物结合, 通过 C鄄末端抑制 CDK2的
磷酸化, 灭活其活性, 使细胞阻滞在 G1期[11, 12]. 因
此, 我们推测提高细胞内 p27kip1蛋白表达, 阻滞
细胞进入周期循环, 可能是 BUD抑制细胞增殖的
机制之一.

总之 , 本研究表明 , 布地奈德通过提高
p27kip1蛋白表达, 抑制细胞周期循环使细胞增
殖受抑, 可能是其抑制气道上皮细胞增殖的作用
机制之一. 由于布地奈德与相应受体结合后, 可

表 2 不同浓度 BUD对 9HTEo鄄细胞周期分布的影响
Table 2 Effects of cell cycle of BUD on 9HTEo鄄cells

0
0.3
1
3
10

G0/G1鄄phase
67.097依4.217
72.337依0.408
74.75依0.885*

76.367依1.45*

83.563依2.856**

S鄄phase
26.45依3.664

21.453依0.630
19.657依0.810*

18.807依1.289*

12.887依2.357**

G2/M鄄phase
6.443依0.566

6.2依0.240
5.59依0.157

4.887依0.165*

3.543依0.499*

Cell cycle distribution/(%)BUD/(滋mol·L原1)
x依 s n=3

注: *P<0.05, **P<0.01, 与对照组比较.
Notes: *P<0.05, **P<0.01, compared with the control group.

表 3 BUD对 9HTEo鄄细胞 p27kip1相对表达量的影响
Table 3 Effects of the expression of p27kip1 of BUD on
9HTEo鄄cells

图 2 BUD对 9HTEo鄄细胞 p27kip1表达的影响
Fig.2 The impact on expression of p27kip1 of BUD on
9HTEo鄄cells

kD
43 茁鄄actin

27 p27kip1

0 0.3 1 3 10

BUD/(滋mol·L原1)
0

0.3
1
3

10

Relative expression(p27kip1)
0.349依0.023
0.462依0.028*

0.571依0.026**

0.712依0.013**

0.923依0.017**

注: *P<0.05, **P<0.01, 与对照组比较.
Notes: *P<0.05, **P<0.01, compared with the control group.
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激活较多作用通路, 相关作用通路互相交叉形成
复杂的分子网络, 全面了解布地奈德对气道上皮
细胞的作用机制, 仍需进一步深入研究.
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