
 
·54·   中华老年多器官疾病杂志  2014 年 1 月 28 日 第 13 卷 第 1 期  Chin J Mult Organ Dis Elderly, Vol.13, No.1, Jan 28, 2014 

 

                            

收稿日期: 2013−03−09; 修回日期: 2013−07−23 
通信作者: 曲  毅, E-mail: QRQUYI@163.com 

·临床研究· 

二十二碳六烯酸抑制慢性阻塞性肺疾病患者中性粒细胞核因子-κB p65

的表达 
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【摘  要】目的  探讨二十二碳六烯酸（DHA）在慢性阻塞性肺疾病（COPD）中的抗炎机制。方法  选取2011年12

月至2012年12月在上海市徐汇区中心医院门诊就诊的患者40例，其中COPD稳定期患者20例为A组，COPD发作期患者

20例为B组，分离外周静脉血中性粒细胞体外培养，用不同浓度的DHA（10，50和100µmol/L）处理0～72h（0，24，

48和72h），收取培养液上清测定炎症因子白细胞介素（IL）-6，IL-8和肿瘤坏死因子α（TNF-α）水平，收取细胞蛋白

做Western印迹法检测核因子κB（NF-κB）p65的表达。结果  DHA作用前B组炎症因子水平显著高于A组。DHA作用后，

两组炎症因子水平都下降，并呈现浓度和时间依赖效应，B组下降趋势大于A组，高浓度DHA作用72h后，A组和B组炎

症因子水平趋于一致。NF-κB p65的表达水平随DHA浓度和时间变化呈现下降趋势（P＜0.05）。结论  DHA可能通过抑

制中性粒细胞的NF-κB p65蛋白的表达，显著性地降低了中性粒细胞分泌炎症因子IL-6、IL-8、TNF-α的水平，为DHA

用于临床治疗COPD提供了理论依据。 
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DHA suppresses NF-κB p65 expression in neutrophils in patients with chronic 
obstructive pulmonary disease 
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(1Department of Geriatrics, 2Department of Respiratory Diseases, Xuhui District Central Hospital, Shanghai 200031, China) 

【Abstract】 Objective  To investigate the anti-inflammatory effect and mechanism of docosahexaenoic acid (DHA) in patients with 

chronic obstructive pulmonary disease (COPD). Methods  A total of 40 COPD outpatients in our department from December 2011 to 

December 2012 were recruited in this study. Twenty cases of them in stable period were assigned as group A, and the left 20 cases in 

exacerbation period were assigned into group B. Their peripheral blood neutrophils were isolated and cultivated. Then the cells were 

treated with DHA at different concentrations (10, 50 and 100µmol/L) for 0, 24, 48 and 72h, respectively. The levels of the inflammatory 

cytokines IL-6, IL-8, and TNF-α in culture supernatants were measured. The expression level of NF-κB p65 protein was detected with 

Western blotting. Results  Before DHA treatment, the levels of inflammatory factors were significantly higher in group B than in group 

A. After DHA treatment, the levels dropped directly in a concentration- and time-dependent manner in both groups, but the downtrend 

was stronger in group B than in group A. After treated with high dosed DHA for 72h, the inflammatory cytokines levels in group A were 

not significantly different with those in group B. NF-κB p65 protein expression was decreased in a dose- and time-dependent manner 

(P＜0.05). Conclusions  DHA significantly reduces the levels of inflammatory cytokines IL-6, IL-8, and TNF-α through inhibiting 

NF-κB p65 protein expression in neutrophils, providing the theoretical basis for DHA in clinical treatment of COPD. 
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慢 性 阻 塞 性 肺 疾 病 （ chronic obstructive 

pulmonary disease，COPD）是临床常见的慢性呼吸

系统疾病，其病变特征是持续性的气流受限，并呈进

行性发展[1]，病发后不仅肺部有炎症，有些患者还伴

随全身性炎症反应，因此抗炎治疗是目前治疗COPD

的主要措施[2]。中性粒细胞是COPD患者的主要炎症

细胞，气道中性粒细胞趋化、黏附、激活是形成COPD

气道炎症的关键。中性粒细胞分泌的白细胞介素
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（interleukin，IL）-6、IL-8、肿瘤坏死因子α（tumor 

necrosis factor α，TNF-α）等在COPD患者全身性炎症

反 应 中 起 重 要 作 用 [3] 。 二 十 二 碳 六 烯 酸

（docosahexaenoic acid，DHA）是一种对人体非常重

要的多不饱和脂肪酸，属于ω-3不饱和脂肪酸家族中的

重要成员。DHA是神经系统细胞生长及维持的一种主

要元素，是人体特定的免疫营养素，具有抑制炎症反

应的效应。本文主要研究DHA对COPD患者中性粒细

胞炎症因子释放的影响，并初步探讨其发生机制。 

1  对象与方法 

1.1  研究对象 

入选病例为2011年12月至2012年12月间在上海

市徐汇区中心医院老年病科门诊就诊的患者40例，

所有患者均符合2007年中华医学会呼吸学会制定的

《慢性阻塞性肺疾病诊治指南》诊断标准，且为肺

功能Ⅱ～Ⅲ级，除外COPD的其他呼吸道疾病，稳定

期要求患者病情稳定≥6周。COPD稳定期组（A组）

20例，男15例，女5例，年龄（78.7±8.1）岁，病程

（13±10）年；COPD发作期组（B组）20例，男16

例，女4例，年龄（79.2±4.3）岁，病程（12±9）

年，两组一般资料差异无统计学意义（P＞0.05）。 

1.2  样本 

抽取患者空腹外周静脉血（肘静脉）标本静脉

血20ml，并予肝素抗凝处理。 

1.3  材料 

DHA（Cayman公司），核因子（nuclear factor，

NF-κB）p65抗体（Sigma公司），IL-6、IL-8和TNF-α 

ELISA试剂盒（RandD公司）。 

1.4  细胞的分离 

用免疫磁珠法分离出外周静脉血中性粒细胞。 

1.5  细胞的培养 

用含10%胎牛血清培养液，培养基在37℃、100%

饱和湿度条件下培养，调整细胞浓度2×109个/L，

加于24孔板中。  

1.6  实验指标 

各组先后加入浓度分别为10，50和100µmol/L

的DHA，并分别用Western印迹法检测0，24，48和

72h后的NF -κB p65蛋白表达：收集各组2×106细胞，

放入1.5ml EP管，加入0.5ml细胞裂解液，10 000×g

离心10min，提取上清。用BCA法计算样品的蛋白浓

度，加入等量的2×SDS上样缓冲液，5 000×g离心

10min，提取上清，在4%梯度预制胶上加样，电压

调到120V转膜40min。用封闭液稀释一抗（1∶500），

4℃反应抗体结合过夜。用PBS稀释二抗（1∶1000），

室温反应30min。NC膜加ECL，反应1min放入成像

系统扫描，用IPP5.6计算条带灰度值。同时收集各

组细胞上清液，用ELISA检测IL-6，IL-8和TNF-α。 

1.7  统计学处理 

应用统计学软件SPSS12.0进行数据处理，结果

以均数±标准差表示，计量资料组间比较采用 t检

验，计数资料组间比较采用c2检验。以P＜0.05为差

异有统计学意义。 

2  结  果 

2.1  中性粒细胞的分离培养 

分离患者外周静脉血中的中性粒细胞（图1）。 

 

 
图1  中性粒细胞的分离培养 

Figure 1  Isolation and culture of neutrophils from peripheral 
           venous blood (Scale bar＝200µm) 

 

2.2  不同浓度DHA对A组和B组中性粒细胞分泌炎
症因子的影响 

分别用DHA 10，50，100µmol/L三个不同浓度

作用于A组和B组的中性粒细胞，并收集不同时间点

0，24，48，72h的细胞培养液，检测炎症因子IL-6，

IL-8和TNF-α的含量。由表1～表3可见，在加DHA 

0h，B组细胞分泌的炎症因子IL-6、IL-8、TNF-α量

显著高于A组（P＜0.05），当加入DHA后A组和B

组的炎症因子水平都有所下降，A组为COPD稳定期

患者，因此炎症因子IL-6，IL-8和TNF-α变化不明显,

无显著性差异（P＞0.05），而B组各指标下降较为

明显，且差异有统计学意义（P＜0.05），并且呈现

出DHA剂量依赖效应和时间依赖效应，和A组比较，

差异仍有统计学意义（P＜0.05）。在100µmol/L DHA

作用72h时后，A组和B组炎症因子水平已经趋于一

致，且差异无统计学意义（P＞0.05），表明DHA

在100µmol/L作用72h时，有显著性地抑制中性粒细
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胞释放炎症因子IL-6，IL-8和TNF-α的作用，并且对

于发作期的患者，抗炎效果尤其明显。 

2.3  不同浓度DHA对B组中性粒细胞NF-κB p65蛋
白表达的影响 

NF-κB是核转录因子，它在炎症的启动、放大

及持续存在中起中枢调控作用，p65是NF-κB的一个

亚基，当外界因子作用时，引起NF-κB亚基分离，

游离出有转录活性的亚基p65，结合于DNA上发挥转

录调控作用，启动下游基因IL-6，IL-8和TNF-α等炎

症基因的表达上调。 

由图2可知，DHA对中性粒细胞的NF-κB p65亚

基的表达有抑制作用，并且这种抑制作用随着DHA

浓度加大，作用时间加长呈现增大的趋势，差异有

统计学意义（P＜0.01）。表明DHA可能通过抑制中

性粒细胞中NF-κB的表达，减少它的活性形式p65的

水平，从而抑制炎症因子IL-6，IL-8和TNF-α的转录

活化，达到抗炎的作用。 

3  讨  论 

COPD是临床常见的呼吸系统疾病，其发病机制

尚不完全明确，它的基本病理是气道的慢性炎症，但

实际上不仅是肺部炎症，而且是伴随全身性炎症反 

 
表1  细胞培养液中IL-8的含量 

Table 1  Concentration of IL-8 in cell supernatant               (n＝20, ng/L, x±s )   

Time point Concentration of DHA 
(µmol/L) Group 

0h 24h 48h 72h 

A 61.63±7.61 51.91±6.39 44.81±3.90 41.12±3.52 10 

B 718.18±138.74* 310.64±32.98* 243.93±24.38* 162.86±8.15* 

A 61.71±8.30 35.09±3.38 22.32±5.51 12.72±3.31 50 

B 721.37±138.75* 99.95±15.23* 67.74±16.8* 33.79±3.6* 

A 62.05±8.63 16.01±3.28 7.63±1.31 4.98±1.47 100 

B 719.79±135.71* 52.36±26.54* 13.42±4.22* 6.02±0.79 

Group A: COPD patients in stable period; Group B: COPD patients in exacerbation period; IL-8: interleukin-8; DHA: docosahexaenoic acid. 
After DHA treatment, the levels of IL-8 dropped directly in a concentration- and time-dependent manner in both groups, but the downtrend 
was stronger in group B than in group A. After treated with high dosed DHA for 72h, the IL-8 levels in group A were not significantly 
different with those in group B. Compared with group A, *P＜0.05 

 
表2  细胞培养液中IL-6的含量 

Table 2  Concentration of IL-6 in cell culture medium supernatant           (n＝20, ng/L, x±s )   

Time point 
Concentration of DHA(µmol/L) Group 

0h 24h 48h 72h 

A 20.15±2.58 18.36±2.72 15.99±3.60 14.16±3.08 10 

B 76.60±9.43* 61.44±7.58* 51.82±8.06* 44.83±5.95* 

A 20.11±2.51 15.00±4.28 11.72±3.58 6.54±0.79 50 

B 76.76±9.32* 41.44±5.43* 30.82±9.32* 15.57±8.02* 

A 20.06±2.62 8.08±3.13 4.94±0.58 3.28±0.23 100 

B 76.93±9.16* 28.03±3.69* 10.45±1.76* 4.47±1.20 

Group A: COPD patients in stable period; Group B: COPD patients in exacerbation period; IL-6: interleukin-6; DHA: docosahexaenoic acid. 
After DHA treatment, the levels of IL-6 dropped directly in a concentration- and time-dependent manner in both groups, but the downtrend 
was stronger in group B than in group A. After treated with high dosed DHA for 72h, the IL-6 levels in group A were not significantly 
different with those in group B. Compared with group A, *P＜0.05 

 
表3  细胞培养液中TNF-α的含量 

Table 3  Concentration of TNF-α in cell supernatant              (n＝20, ng/L, x±s )   

Time point 
Concentration of DHA(µmol/L) Group 

0h 24h 48h 72h 

A 179.19±41.82 154.8±33.89 132.64±36.32 107.49±31.28 10 

B 1443.84±164.48* 1018.35±124.01* 803.39±66.2* 719.4±114.61* 

A 180.03±38.50 136.81±34.75 86.51±19.50 59.67±12.45 50 

B 1447.69±166.85* 613.76±39.30* 376.42±44.06* 216.57±11.85* 

A 182.05±39.76 74.32±14.37 47.34±5.63 35.73±5.02 100 

B 1447.51±162.49* 353.6±30.04* 96.94±10.25* 44.04±3.52 

Group A: COPD patients in stable period; Group B: COPD patients in exacerbation period; TNF-a: tumor necrosis factor a; DHA: 
docosahexaenoic acid. After DHA treatment, the levels of TNF-α dropped directly in a concentration- and time-dependent manner in both 
groups, but the downtrend was stronger in group B than in group A. After treated with high dosed DHA for 72h, the TNF-α levels in group A 
were not significantly different with those in group B. Compared with group A, *P＜0.05 
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图2  不同浓度DHA对中性粒细胞p65表达的影响 

Figure 2  Effect of different concentrations of DHA on expression 
of p65 in neutrophils 

Compared with 0h at different concentrations of DHA, **P＜0.01; 

Compared with 48h at 10µmol/L DHA, ##P＜0.01; Compared with 72h 

 at 10µmol/L DHA, △△P＜0.01 

 
应。各种炎症细胞分泌的炎症因子，是导致气道产生

炎症，并由稳定期演变为急性发作期的重要因素[2]。

这些炎症细胞包括中性粒细胞、巨噬细胞、T淋巴细

胞等，其中中性粒细胞主要分泌的IL-6，IL-8和TNF-α

对炎症的发生和加重都起着决定性作用，因此，抗炎

治疗在COPD发作期的治疗过程中占有重要地位。 

本研究显示，与COPD稳定期比较，发作期的中

性粒细胞分泌IL-6，IL-8和TNF-α炎症因子显著性地

高于稳定期。在中性粒细胞中加入DHA后，B组的

IL-6，IL-8和TNF-α的分泌量下降较为明显，呈现出

DHA剂量依赖效应和时间依赖效应，在 72h，

100µmol/L DHA浓度的情况下，A组和B组差异没有

统计学意义。NF-κB p65的Western印迹分析结果说

明DHA对中性粒细胞的NF-κB p65表达有抑制作

用，并随着DHA浓度增加，作用时间延长，NF-κB 

p65表达显著下调。说明DHA可能通过抑制中性粒细

胞中NF-κB的表达，减少它的活性形式p65的水平，

从而抑制炎症因子IL-6，IL-8和TNF-α的转录活化，

从而达到抑制炎症的作用。 

NF-κB是炎症反应过程中重要的转录因子，当

受到外界细胞因子、炎症因子的影响时，NF-κB与

它的抑制亚基ⅠκB分离，游离出活性亚基p65，p65

进入细胞核后结合于DNA的转录因子结合域，启动

下游基因的表达[3]。NF-κB作为细胞中一个重要的转

录因子，几乎存在于所有细胞中，在免疫反应、应

激反应及细胞凋亡的调节中起主导作用。NF-κB的

活化后可引起IL-6、IL-8、TNF-α、黏附分子、集落

刺激因子（粒细胞集落刺激因子）等炎症基因的转

录，引起正常组织器官的炎症反应[4]。 

Moon等[5]报道证明DHA具有抗炎作用。Weldon

等[6]发现，DHA能显著减少巨噬细胞在脂多糖诱导下

的TNF-α，IL-1β和IL-6的生成及这些炎症递质mRNA

的表达，降低p65与DNA的结合率。近期研究[7−13]发

现，二十碳五烯酸和DHA的代谢产物可以通过减少

白细胞的游走及渗出，并能减少炎症递质的生成，而

参与了炎症的消退过程，影响细胞膜的完整性和稳定

性，减少细胞因子的产生与释放，使局部损伤组织完

全修复，并降低C反应蛋白及IL-1β水平。 

综上所述，DHA能有效减少COPD发作期患者

中性粒细胞释放炎症因子IL-6，IL-8和TNF-α，降低

过度炎症反应，为今后临床上治疗COPD的炎症反应

可提供新的思路。 
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