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摘 要：【目的】采用定性与定量方法探讨甲型流感病毒(influenza A virus, IAV) H1N1 亚型诱导中

性粒细胞胞外诱捕网(neutrophil extracellular traps, NETs)的形成水平。【方法】分离、纯化并鉴定小

鼠骨髓中性粒细胞，使用脂多糖(lipopolysaccharide, LPS)和佛波酯(phorbol 12-myristate 13-acetate, 

PMA)作为诱导剂在体外诱导 NETs 形成。同时设置 3 个滴度的甲型流感病毒组，分别为 100 个

50% 组织培养感染剂量 (one hundred 50% tissue culture infective doses, 100 TCID50)、 50 TCID50、

25 TCID50 和正常对照组。采用 RT-qPCR 法检测甲型流感病毒组细胞内核衣壳蛋白信使 RNA 

(nucleoprotein messenger RNA, NP mRNA)的表达水平；通过 SYTOX Green 核酸染料(SYTOX green 

nucleic acid stain, SYTOX Green)定量法检测各因素干预中性粒细胞后各组上清液中游离 DNA (cell-

free DNA, cfDNA)的含量；采用 Hoechst 33342 染色法，在荧光显微镜下观察各组细胞形成的 NETs

结构；运用免疫荧光法检测 NETs 的特征性指标瓜氨酸化组蛋白(citrullinated histone H3, CitH3)、

肽基精氨酸脱亚氨酶 4 (peptidylarginine deiminase 4, PAD4)、髓过氧化物酶(myeloperoxidase, MPO)、

中性粒细胞弹性蛋白酶(neutrophil elastase, NE)蛋白的表达水平，以及各组细胞中 PAD4 与 CitH3、

MPO 与 NE 的核共定位和荧光表达强度；使用荧光探针法检测细胞活性氧 (reactive oxygen 

species, ROS)水平；采用 Western blotting 法检测细胞内 CitH3 蛋白的形成水平。【结果】从小鼠骨

髓中分离的中性粒细胞活性可达 98%，纯度可达 87% 以上。与正常对照组相比，甲型流感病毒

组(IAV)的 NP mRNA 表达水平显著升高；PMA 组、LPS 组以及甲型流感病毒组(IAV)的 cfDNA 水

平显著升高，NETs 网状结构明显增多。免疫荧光结果显示，MPO、NE、PAD4、CitH3 蛋白的相

对表达量均有不同程度升高，共定位情况相对增多。其中，MPO 蛋白表达的高峰期早于 NE 蛋
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白，CitH3 蛋白表达趋势与 PAD4 蛋白表达趋势相似。此外，ROS 水平升高，CitH3 蛋白形成水平显

著升高。【结论】甲型流感病毒(H1N1)刺激中性粒细胞后可诱导 NETs 形成，这可能与细胞内

ROS 及 PAD4 水平增加有关。
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Abstract: [Objective] The formation of neutrophil extracellular traps (NETs) induced by influenza 
A virus (IAV) subtype H1N1 was investigated both qualitatively and quantitatively. [Methods] 
Mouse bone marrow neutrophils were isolated, purified, and characterized. NETs were induced in 
vitro using lipopolysaccharide (LPS) and phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA). Additionally, 
IAV groups with three different titers: one hundred 50% tissue culture infective doses (100 TCID50), 
50 TCID50, and 25 TCID50 as well as the normal control group were established, and the intracellular 
nucleoprotein (NP) mRNA expression levels of the IAV groups were detected using reverse 
transcription quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR). The effect of each factor on 
neutrophils was assessed by measuring the concentration of circulating cell-free DNA (cfDNA) in 
the supernatant of each group using the quantitative SYTOX Green staining method. The NETs 
structure in each group of cells was observed under a fluorescence microscope after Hoechst 33342 
staining. An immunofluorescence assay was performed to detect the expression levels of NET 
characteristic markers citrullinated histone H3 (CitH3), peptidylarginine deiminase 4 (PAD4), 
myeloperoxidase (MPO), and neutrophil elastase (NE) proteins, as well as the nuclear 
co-localization and fluorescence intensity of PAD4 with CitH3, and MPO with NE in each group. 
The levels of reactive oxygen species (ROS) were determined by using a fluorescent probe assay, 
and the levels of intracellular CitH3 protein formation were determined by using Western blotting.
[Results] The activity of neutrophils isolated from mouse bone marrow reached 98%, with purities 
of ≥87%. The expression levels of NP mRNA in the IAV groups were significantly higher than 
those in the control group. Compared with the control group, the cfDNA levels of the PMA, LPS, 
and IAV groups were significantly increased, with significant increases in the web-like structures of 
NETs. The immunofluorescence assay showed that the relative expression levels of MPO, NE, 
PAD4, and CitH3 proteins were elevated to varying degrees, with the co-localization of 
PAD4/CitH3 or MPO/NE increased after IAV infection. Moreover, the peak of MPO protein 
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expression was observed before that of NE protein, whereas CitH3 expression paralleled that of 
PAD4 protein. Additionally, the ROS level was elevated, and the level of CitH3 protein formation 
was also significantly increased. [Conclusion] Stimulation of neutrophils by IAV (H1N1) induces 
NET formation, which may be related to the increased intracellular ROS and PAD4 levels.
Keywords: influenza A virus subtype H1N1; neutrophils; extracellular traps

流感病毒是最常见的呼吸道病原体之一，

具有极强的传染性[1]。流感患者常出现咽痛、咳

嗽、气喘、鼻塞、流涕、高热等多种呼吸系统

症状[2]。婴儿、孕妇和有潜在心肺疾病的患者感

染流感后容易并发肺炎[3]。据统计，流感每年可

导致 5%−10% 的成人和 20%−30% 的儿童发

病[4-5]，且会出现大量严重低氧性呼吸衰竭病例

出现，若治疗不及时或不当极有可能发展为严

重并发症，导致流感患者死亡[6]。

中性粒细胞是先天免疫系统中对外源性病

原体刺激产生第一免疫反应的细胞。中性粒细

胞胞外诱捕网(neutrophil extracellular traps, NETs)

是中性粒细胞将去聚化的染色质释放到胞外形

成的、附着有颗粒蛋白及肽类等组分的 DNA 纤

维网状结构[7-8]。研究表明中性粒细胞在肉豆蔻

酸佛波酯(phorbol 12-myristate 13-acetate, PMA)、

脂多糖 (lipopolysaccharide, LPS)等刺激下被活

化，细胞发生变形、胞质颗粒溶解，核分叶

消缩、核膜溃解，胞质颗粒中的酶，如弹性蛋

白酶 (neutrophil elastase, NE)、髓过氧化物酶

(myeloperoxidase, MPO)、肽基精氨酸脱亚氨

酶 4 (peptidylarginine deiminase 4, PAD4)等向核

内转移，组蛋白发生瓜氨酸化 (citrullinated 

histone H3, CitH3)，染色质 DNA 去聚化后排放

到胞外，并导致中性粒细胞死亡。NETs 的形成

既是机体抗感染的有效途径，也是炎症反应、

组织损伤等发生发展的病理机制[9]。课题组前期

研究发现，流感病毒肺炎小鼠模型肺组织均有

大量巨噬细胞、中性粒细胞等浸润，表明流感

肺炎模型肺组织病理损伤与中性粒细胞浸润、

变形等有关，但其机制有待进一步研究[10-11]。

据此，本研究开展甲型流感病毒诱导中性粒细

胞胞外诱捕网形成的研究，以期为解析流感肺

炎等并发症的发生机制提供参考。

1　材料与方法　材料与方法

1.1　动物

选用 7 − 8 周龄 无 特 定 病 原 体 (specific 

pathogen free, SPF)级贝格斯白化繁殖/c 系(Bagg 

albino bred/c, BALB/c)纯系小鼠，购自湖南斯莱

克景达实验动物有限公司。动物生产许可证号：

SCXK (湘) 2021-0002；实验单位使用许可证编

号：SYXK (湘) 2019-0009。本研究所有动物实

验均通过湖南中医药大学动物实验中心动物伦

理委员会审批，编号为 LL2023081704。

1.2　病毒株

甲型流感病毒(influenza A virus, IAV)小鼠肺

适应株(A/PR/8/34)由湖南师范大学病毒研究室惠

赠。该病毒经 10 日龄鸡胚尿囊腔接种培养传代，

血凝效价≥1:640 的病毒液保存于本实验室。实

验前，采用 10 倍连续倍比稀释法(1×10−1−1×10−6)

检测甲型流感病毒保存液对犬肾细胞 (Madin-

Darby canine kidney cells, MDCK)的 50% 组织培

养感染剂量 (50% tissue culture infective doses, 

TCID50)。实验中应用的甲型流感病毒 TCID50 为

10−2.7/0.1 mL[12]。

1.3　主要试剂和仪器

Percoll 分离液，Pharmacia 公司；瑞氏吉姆

萨复合染色液，武汉塞维尔生物科技有限公司；

SYTOX Green 核酸染料(SYTOX green nucleic acid 

stain, SYTOX Green)、藻红蛋白 (phycoerythrin, 

PE)荧光标记的淋巴细胞抗原 6 复合体 G 位点

(lymphocyte antigen 6 complex locus G, Ly6G)抗
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体和异硫氰酸荧光素 (fluorescein isothiocyanate 

isomer, FITC)荧光标记的分化簇 11b (cluster of 

differentiation 11b, CD11b) 抗体， ThermoFisher 

Scientific 公司；髓过氧化物酶(MPO)抗体和瓜氨

酸化组蛋白(CitH3)抗体，Abcam 公司；中性粒

细胞弹性蛋白酶(NE)抗体和肽酰基精氨酸脱亚

氨酶 4 (PAD4)抗体，Affinity Biosciences 公司；

RPMI-1640 培养基，Gibco 公司；脂多糖(LPS)、

佛波酯 (PMA)和 Hoechst 33342，Sigma-Aldrich

公司；贴壁得，北京普利莱基因技术有限公司；

双标三色试剂盒和抗体洗脱液，湖南艾方生物

科技有限公司；PBS、放射免疫沉淀法缓冲液

(radioimmunoprecipitation assay buffer, RIPA)裂解

液和无蛋白快速封闭液，广州亿涛生物科技有

限公司；胎牛血清(fetal bovine serum, FBS)、台

盼蓝染色液和青霉素-链霉素溶液，武汉普诺赛

生命科技有限公司；活性氧检测试剂盒，上海

碧云天生物技术股份有限公司；AG RNAex Pro 

RNA 提取试剂盒，湖南艾科瑞生物工程有限公

司；NovoScript 逆转录试剂盒和荧光定量 PCR

试剂盒，近岸蛋白公司；BCA 蛋白浓度测定试

剂 盒 、 苯 甲 基 磺 酰 氟 (phenylmethylsulfonyl 

fluoride, PMSF)，赛文创新(北京)生物科技有限

公司；实时荧光定量 PCR (RT-qPCR)引物由生工

生物工程(上海)股份有限公司合成。

二氧化碳细胞恒温培养箱和细胞超净工作

台，益世科(上海)企业发展有限公司；台式常温

低速离心机，长沙湘智离心机仪器有限公司；

流式细胞仪，贝克曼库尔特有限公司；MD 荧光

酶标仪，美谷分子仪器(上海)有限公司；蔡司倒

置荧光显微镜和蔡司正置荧光显微镜，Zeiss 公

司；实时荧光定量聚合酶链式反应 (real-time 

PCR)仪，罗氏公司；电泳仪和凝胶成像系统，

Bio-Rad 公司。

1.4　中性粒细胞的分离与鉴定

1.4.1　中性粒细胞的分离与活性检测

无菌分离 SPF 级 BALB/c 小鼠的股骨和胫骨，

用 RPMI-1640 培养基冲洗以收集骨髓细胞悬液，

经 100 μm 细胞滤器过滤细胞后，1 200 r/min

离心 5 min，弃上清液；使用无菌的 0.2% 和

1.6% 生理盐水等体积先后裂解红细胞，再以

1 200 r/min 离心 10 min，弃上清液；加入 2 mL

含 1% 双抗、10% FBS 的 RPMI-1640 培养基。

按照 Percoll 说明书配制 100% Percoll 应用液，

随后分别配制体积分数为 62.5%、 72.5% 的

Percoll 应用液各 3 mL，按浓度从高到低依次缓

慢加入试管中。将骨髓细胞悬液小心加入铺好

的 Percoll 应用液上方，静置 5 min，保持各层之

间分界清晰，22 ℃、810×g 离心 35 min，吸取

62.5%−72.5% 层间的细胞(即中性粒细胞)，用

PBS 重复洗涤 2 次，再用 RPMI-1640 培养基重

悬细胞。取少量中性粒细胞进行台盼蓝活性染

色，染色 3 min 后在显微镜下拍照计数，死细胞

染色后呈淡蓝色，活细胞拒染。

1.4.2　中性粒细胞的纯度检测

将细胞 1 200 r/min 离心 10 min，收集细胞沉

淀，用 4% 多聚甲醛重悬细胞沉淀，固定 15 min

后离心弃上清，再用 0.5 mL PBS 重悬细胞，均

匀地涂在载玻片上，自然晾干，然后使用瑞氏

吉姆萨染色法检测细胞纯度。

用离心管收集分离液纯化后的细胞，350×g

离心 5 min，弃上清液，用 PBS 重悬后再次离心

弃上清；每管加入 100 µL 封闭液(原液 1:200 稀

释)，轻轻吹打混匀，孵育 5 min 后，每管各加

入 1 µL 含荧光素的 CD11b 和 Ly6G 抗体，轻轻

吹打混匀，室温避光孵育 15 min 后用 PBS 清

洗，再用 PBS 重悬后用流式细胞分析仪检测细

胞纯度。

1.5　中性粒细胞内流感病毒核衣壳蛋

白信使 RNA 表达水平的检测

分别设置正常对照组、甲型流感病毒(IAV) 

3 个滴度 (100 TCID50、 50 TCID50、 25 TCID50)

组，IAV 干预中性粒细胞 2、4、6 h 后，采用

RT-qPCR 法检测细胞内中性粒细胞内流感病毒

核衣壳蛋白信使 RNA (nucleoprotein messenger 
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RNA, NP mRNA)表达水平，根据试剂盒说明书

进 行 RNA 提 取 及 cDNA 合 成 。 引 物 序 列

见表 1。

1.6　中性粒细胞游离 DNA 定量检测

将提纯后的小鼠骨髓中性粒细胞置于

37 ℃、5% CO2 的细胞恒温培养箱中适应性培养

30 min 后，以 2.5×106 细胞/孔的密度接种于 6 孔

板，分别设置正常对照组、PMA 组(阳性对照

组 1)、LPS 组(阳性对照组 2)、甲型流感病毒组

(设 3 个滴度)。PMA 组以 100 µg/L 浓度的 PMA

干预细胞，LPS 组采用 100 µg/L 浓度的 LPS 干

预细胞，甲型流感病毒组分别采用 3 个滴度

(100 TCID50、50 TCID50、25 TCID50)的流感病毒

液干预细胞，正常对照组同步以等体积的

RPMI-1640 基础培养基干预细胞。将加入干预

因素后的各组细胞置于细胞培养箱中分别培养

2、3、4、6 h 后，收集细胞上清液。取上清液

转移至 96 孔板中，加入 SYTOX Green (终浓度：

1 µmol/L)室温避光孵育 15 min，使用荧光酶标

仪检测吸光度(激发波长：504 nm，发射波长：

520 nm)，定量检测细胞上清液中细胞游离 DNA 

(cell free DNA, cfDNA)水平。

1.7　NETs 形成水平的观察

在 6 孔板中每孔放置一张细胞爬片，将

1:1 500 倍稀释的贴壁液加入含有细胞爬片的

6 孔板中，孵育 2 h 后弃去贴壁液，用 PBS 浸洗

细胞爬片 3 次，每次 5 min。将提纯后的小鼠骨髓

中性粒细胞置于 37 ℃、5% CO2 的细胞恒温培养

箱中适应性培养 30 min 后，以 2.5×106 细胞/孔的

密度接种于 6 孔板，分组及干预方式同 1.6 节。干

预细胞 6 h 后使用 4% 多聚甲醛固定细胞 15 min，

用 PBS 浸洗 3 次，每次 5 min；对中性粒细胞进

行 Hoechst 33342 荧光染色(Hoechst 33342 染料

终浓度：1 µg/mL)，避光染色 6 min 用 PBS 清

洗，再用荧光封片剂封片，置于正置荧光显微

镜下观察各组细胞 NETs 释放情况。

1.8　CitH3、PAD4、MPO、NE 的核共

定位与定量检测

将提纯后的小鼠骨髓中性粒细胞置于

37 ℃、5% CO2 的细胞恒温培养箱中适应性培养

30 min 后，以 2.5×106 细胞/孔的密度接种于放有

经贴壁液处理后的细胞爬片的 6 孔板中，分组

及干预方式同 1.6 节。分别干预细胞 2、4、6 h

后使用 4% 多聚甲醛固定细胞 15 min，用 PBS

浸洗 3 次，每次 5 min；使用 0.1% 曲拉通 X-100 

(triton X-100)破膜 15 min，用含吐温-20 的磷酸

盐缓冲盐水(phosphate-buffered saline with tween-

20, PBST)浸洗 3 次，每次 5 min；滴加非免疫正

常山羊血清 100−200 μL/孔，室温孵育 30 min；

吸取封闭液，滴加一抗 MPO (1:1 500)、一抗

NE (1:3 000)或一抗 PAD4 (1:1 500)、一抗 CitH3 

(1:3 000)；4 ℃孵育过夜。次日，用 PBST 浸洗细

胞 3 次，每次 5 min；使用辣根过氧化物酶-聚合

物 (horseradish peroxidase-polymer, HRP-Polymer)

抗鼠/兔免疫组化二抗孵育细胞，室温孵育

30 min；用 PBST 浸洗 5 次，每次 5 min。

滴加 4ʹ,6-二脒基-2-苯基吲哚(4ʹ,6-diamidino-

2-phenylindole, DAPI) 染 料 ， 避 光 室 温 孵 育

10 min。PBS 清洗后用荧光封片剂封片。置于正

置荧光显微镜下观察并在同一拍摄条件下进行

图像采集。实验重复 3 次，统一分析。使用

ImageJ 软件分析免疫荧光图片中 CitH3、PAD4、

MPO、NE 阳性区域的面积，并统计视野中的细

胞个数。

1.9　 活 性 氧 (reactive oxygen species, 

ROS)形成水平检测

将提纯后的小鼠骨髓中性粒细胞置于

表1　本研究所用引物序列

Table 1　Primer sequences used in this study

Primers name

NP-F

NP-R

β-actin-F

β-actin-R

Primer sequences (5ʹ→3ʹ)

CCTGTGTGTATGGACCTGCC

CTCTTGGGACCACCTTCGTC

ACATCCGTAAAGACCTCTATGCC

TACTCCTGCTTGCTGATCCAC
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37 ℃、5% CO2 的细胞恒温培养箱中适应性培养

30 min 后，以 2.5×106 细胞/孔的密度接种于 6 孔

板，分组及干预方式同 1.6 节。将含有各组细胞

的 6 孔板置于细胞培养箱中分别培养 2、4、6 h

后，用 PBS 将荧光探针 2,7-二氯荧光素二乙酸

酯 (2,7-dichlorofuorescin diacetate, DCFH-DA) 原

液按 1:100 倍稀释后，取 200 µL 加入 2 mL 细胞

液中，轻轻吹打混匀；放入 37 ℃、5% CO2 细

胞培养箱孵育 20 min，收集各组细胞后离心弃

上清，再用 PBS 清洗 2 遍(以洗去多余的荧光探

针)。用 PBS 将细胞重悬，加入 96 孔板中，使

用 MD 荧光酶标仪检测 ROS 含量(激发波长：

488 nm，发射波长：525 nm)。

1.10　Western blotting 法检测瓜氨酸化

组蛋白(CitH3)形成水平

将提纯后的小鼠骨髓中性粒细胞置于

37 ℃、5% CO2 的细胞恒温培养箱中适应性培养

30 min 后，以 2.5×106 细胞/孔的密度接种于 6 孔

板，分组及干预方式同 1.6 节。收集干预 6 h 后

的 中 性 粒 细 胞 ， 使 用 苯 甲 基 磺 酰 氟

(phenylmethylsulfonyl fluoride, PMSF)和含磷酸酶

抑制剂的 RIPA 裂解液 (RIPA 裂解液：PMSF=

100:1)，于 4 ℃充分裂解细胞提取总蛋白，使用

BCA 蛋白浓度测定试剂盒定量，调节各组细胞

总蛋白浓度一致，据分组依次上样，并进行十

二烷基硫酸钠 -聚丙烯酰胺凝胶电泳 (sodium 

dodecyl sulfate-polyacrylamidegel electrophoresis,

SDS-PAGE)，使用恒压 160 V，电泳 45 min。待

蛋白分离后，将蛋白湿转至聚偏二氟乙烯

(polyvinylidene difluoride, PVDF)膜上，使用快

速封闭液，封闭 15 min，随后进行一抗 CitH3 

(1:1 000)孵育，4 ℃过夜。次日，使用 TBST 清

洗膜，共 3 次，每次 10 min，二抗(1:5 000)室温

孵育 60 min。洗膜后，滴加显影液避光显影。

采用 ImageJ 软件对蛋白条带的灰度值进行分析，

目的蛋白相对表达量以目的条带和内参条带的

灰度值作为结果。

1.11　统计学分析

实验数据用 SPSS 25.0 进行统计学分析，

P<0.05 表示差异有统计学意义。结果用均值±标

准差(x±SD)表示，若数据符合正态分布和方差齐

性，使用单因素方差分析；若不符合正态分布，

用非参数检验进行比较分析。

2　结果与分析　结果与分析

2.1　小鼠骨髓中性粒细胞活性及纯度

取少量经 Percoll 密度梯度分离的小鼠骨髓

中性粒细胞，使用 0.4% 台盼蓝染液染色，以鉴

定提取的中性粒细胞的活性。在显微镜下随机

选取 3 个视野，计数活细胞与死细胞的数量，

结果显示活性细胞约为 98% (图 1A)。取小鼠骨

髓中性粒细胞涂片于载玻片上，进行瑞氏吉姆

萨染色，在光学显微镜下观察并采集图片。镜

下可见大量中性粒细胞，其形态呈杆状或分

叶状，胞质为淡紫色，核为蓝紫色(图 1B)。经

PE-Ly6G 和 FITC-CD11b 标记后使用流式细胞分

析仪检测，结果显示细胞纯度达到 87% (图 1C)。

上述结果表明提取的骨髓中性粒细胞活性和纯

度均较高，可用于后续实验。

2.2　中性粒细胞内流感病毒核蛋白(NP) 

mRNA 表达水平

甲型流感病毒基因组由单负链病毒 RNA 片

段组成。在单链病毒 RNA 及其互补链 cRNA 复

制延伸的过程中，由流感病毒第 5 基因节段核

酸转录合成的 NP 蛋白被招募到新生链中，与

RNA 片段和 RNA 聚合酶组装成病毒核糖核蛋

白复合体。NP 的 mRNA 表达水平是流感病毒复

制的标志性指标。如图 2A 所示，模型对照组相

较于正常对照组 NP 基因表达水平显著增加

(P<0.01)；NP 的表达水平越高，流感病毒的滴

度越高，病毒复制能力越强。如图 2B 所示，正常

对照组无 NP 基因扩增现象，在分析时以正常对

照组作为参照，红色箭头表示 IAV (100 TCID50)

组扩增曲线，橙色和绿色箭头分别表示 IAV 
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(50 TCID50)组、IAV (25 TCID50)组扩增曲线。

2.3　中性粒细胞上清液 cfDNA 含量

各组细胞分别干预 2、3、4、6 h 后，使用

SYTOX Green 试剂对细胞上清液中的游离 DNA 

(cfDNA)水平进行定量检测。与正常对照组相

比，PMA 组和 LPS 组的 cfDNA 水平显著升高

(P<0.05)； 与 PMA 组 相 比 ， LPS 组 诱 导 的

cfDNA 水平升高更显著。IAV 干预细胞 2 h 后，

IAV 组 cfDNA 水平虽有所升高，但与正常对照

组相比差异无统计学意义；IAV 干预细胞 3 h

后，IAV (100 TCID50)组 cfDNA 水平显著(与正

常对照组相比)升高(P<0.05) (图 3A、3B)。IAV 

(100 TCID50、50 TCID50、25 TCID50)分别干预

细胞 4 h 和 6 h 后，cfDNA 水平显著(与正常对

照 组 相 比) 升 高 (P<0.01) ( 图 3C、 3D)。 IAV 

(100 TCID50)组分别干预细胞 2、3、4 h 后的

cfDNA 水 平 均 高 于 其 他 IAV 组 (50 TCID50、

25 TCID50 2 个组)。上述结果显示，IAV 感染可

促进中性粒细胞 cfDNA 的形成。

2.4　NETs 形成水平

各因素干预细胞 6 h 后，本研究对细胞进行

Hoechst 33342 荧光染色，观察 NETs 的形成情

况。与正常对照组相比，PMA 刺激组的细胞核

明显比正常对照组的核疏松膨大，细胞间可见

网状结构，同时 LPS 组和 IAV (100 TCID50、50 

TCID50、25 TCID50) 3 个组均可见明显的网状结

构，提示 IAV 能刺激中性粒细胞促进其 NETs 的

释放(图 4)。

2.5　PAD4、CitH3 的核共定位与定量检

测结果

各因素分别干预细胞 2、4、6 h 后进行免疫

荧光染色。将中性粒细胞的 PAD4 与细胞核进行

免疫荧光共定位，结果如图 5A 所示(蓝色代表

细胞核，绿色代表 PAD4 蛋白表达，蓝色与绿色

合并显示为青色)。与正常对照组相比，阳性对

照组 PMA 组、LPS 组以及 IAV 组(100 TCID50、

50 TCID50、25 TCID50 3 个组)中 PAD4 与细胞核

图1　小鼠骨髓中性粒细胞活性及纯度检测。A：

台盼蓝染色法检测活性的结果；B：瑞氏-吉姆萨

染色法检测纯度的结果；C：流式细胞分析技术检

测纯度的结果。

Figure 1　Viability and purity assessment of mouse 

bone marrow neutrophils. A: Viability results detected 

by trypan blue staining; B: Purity results detected by 

Wright’s staining; C: The results of purity detection 

by flow cytometry.
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共定位情况明显增多 (图 5A)。中性粒细胞中

PAD4 平均荧光强度统计分析结果显示，干预

2 h 的 LPS 组和 IAV 组 (50 TCID50、25 TCID50 

2 个组)的 PAD4 平均荧光强度与正常对照组相

比显著增强(P<0.01)；干预 4 h 的 LPS 组和 IAV

组(50 TCID50、25 TCID50 2 个组)的 PAD4 平均

荧光强度显著增强(P<0.01 或 P<0.05)。干预 6 h

的 LPS 组和 IAV 组 (100 TCID50、 50 TCID50、

25 TCID50 3 个组)的 PAD4 平均荧光强度均显著

增强(P<0.01)。2、4、6 h 的 PAD4 平均荧光强

度表达最高的均是 LPS 组，LPS 组诱导 PAD4

平均荧光强度与 PMA 组相比更显著，而 PMA

组的 PAD4 平均荧光强度表达与正常对照组相比

无统计学意义(图 5B)，其原因有待进一步研究。

上述结果显示，IAV 感染可促进中性粒细胞中存

在于细胞质中的 PAD4 发生核移位变化，并使

PAD4 的表达增多。

如图 5C 所示，在瓜氨酸化组蛋白(CitH3)的

免疫荧光染色中(蓝色代表细胞核，红色代表

CitH3 蛋白表达，蓝色与红色合并显示为紫色)

与正常对照组相比，阳性对照组 PMA 组、LPS 组

以及 IAV 组(100 TCID50、50 TCID50、25 TCID50 

3 个组)中 CitH3 与细胞核共定位情况明显增多，

且 CitH3 的荧光强度随时间呈依赖性增加(图 5C)。

中性粒细胞中 CitH3 平均荧光强度统计分析结果

显示，干预 2 h 的 PMA 组、LPS 组以及 IAV 组

(50 TCID50、25 TCID50 2 个组)的 CitH3 平均荧

光强度与正常对照组相比显著增强(P<0.01)。干

预 4 h 的 LPS 组和 IAV 组(25 TCID50 组)的 CitH3

平均荧光强度显著增强(P<0.01 或 P<0.05)。干

图2　各细胞流感病毒NP基因表达水平(A)及扩增曲线(B) (mean±SD，n=3)

Figure 2　Gene expression (A) and amplification curves (B) of influenza virus NP in each group (mean±SD, n=3). 

Compared with the normal control group, **: P<0.01.
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图4　Hoechst 33342染色下的NETs形成图。各组细胞被干预6 h后，Hoechst 33342染色NETs形成图。

Figure 4　 Formation of NETs under Hoechst 33342 staining. Images showing NETs formation (stained with 

Hoechst 33342) in each group of cells after 6 hours of intervention.

图3　各组上清液中dsDNA含量(mean±SD，n=6)。A：各组2 h上清液cfDNA吸光值；B：各组3 h上清液

cfDNA吸光值；C：各组4 h上清液cfDNA吸光值；D：各组6 h上清液cfDNA吸光值。

Figure 3　The content of dsDNA in the supernatant of each group (mean±SD, n=6). A: Absorbance of cfDNA in 

the supernatant at 2 h; B: Absorbance of cfDNA in the supernatant at 3 h; C: Absorbance of cfDNA in the 

supernatant at 4 h; D: Absorbance of cfDNA in the supernatant at 6 h. Compared with the normal control group, 

**: P<0.01, *: P<0.05; Compared with the PMA (100 µg/L) group, ##: P<0.01; Compared with the LPS (100 µg/L) 

group, △△: P<0.01, △: P<0.05.
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预 6 h 的 PMA 组与 LPS 组的 CitH3 平均荧光强

度显著增强(P<0.01 或 P<0.05) (图 5D)。上述结

果提示，IAV 感染能促进中性粒细胞内 CitH3 蛋

白表达增加，且 CitH3 蛋白表达趋势与 PAD4 蛋

白表达趋势相似。

2.6　MPO 与 NE 的核共定位与定量检测

结果

各因素分别干预细胞 2、4、6 h 后进行免疫

荧光染色。如图 6A 所示(蓝色代表细胞核，绿

色代表 MPO 蛋白表达，红色代表 NE 蛋白表达，

蓝色与绿色合并显示为青色，红色与绿色合并

显示为黄色，蓝色、绿色与红色合并显示为白

色)，将中性粒细胞的 MPO、NE 与细胞核进行

免疫荧光共定位，干预 2 h 的免疫荧光染色结果

显示，与正常对照组相比，阳性对照组 PMA

组、LPS 组以及 IAV 组(100 TCID50、50 TCID50、

25 TCID50 3 个组)中 MPO、NE 及其与细胞核共

定位情况明显增多，其中 PMA 组的共定位最为

显著(图 6A)。这表明 PMA、LPS 或 IAV 刺激可

导致中性粒细胞的 MPO 及 NE 共同向核内

转移。

MPO 平均荧光强度统计分析结果显示，干

预 2 h 的 LPS 组以及 IAV 组(100 TCID50 组)的

MPO 平均荧光强度与正常对照组相比显著增强

(P<0.01)；干预 4 h 的 PMA 组、LPS 组以及 IAV

组(100 TCID50、50 TCID50、25 TCID50 3 个组)的

MPO 平均荧光强度显著增强(P<0.01)；干预 6 h

的 LPS 组以及 IAV 组(25 TCID50 组)的 MPO 平

图5　免疫荧光染色下NETs特征性指标PAD4、CitH3与细胞核共定位图及PAD4和CitH3定量检测(mean±SD，

n=6)。A：各组细胞分别干预2、4、6 h后的免疫荧光染色，显示PAD4与细胞核共定位情况；B：各组细

胞分别干预2、4、6 h后PAD4平均荧光强度；C：各组细胞分别干预2、4、6 h后的免疫荧光染色，显示

CitH3与细胞核共定位情况；D：各组细胞分别干预2、4、6 h后CitH3平均荧光强度。

Figure 5　 Immunofluorescence analysis of NETs markers PAD4 and CitH3: nuclear colocalization and 

quantitative detection (mean±SD, n=6). A: Immunofluorescence images showing PAD4 nuclear colocalization in 

cells after 2, 4, and 6 h of intervention; B: Quantitative analysis of PAD4 mean fluorescence intensity at 2, 4, and 

6 h; C: Immunofluorescence images showing CitH3 nuclear colocalization in cells after 2, 4, and 6 h of 

intervention; D: Quantitative analysis of CitH3 mean fluorescence intensity at 2, 4, and 6 h. Compared with the 

normal control group, **: P<0.01, *: P<0.05; Compared with the PMA (100 µg/L) group, ##: P<0.01, #: P<0.05; 

Compared with the LPS (100 µg/L) group, △△: P<0.01, △: P<0.05.
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均荧光强度显著增强(P<0.01)。在 2、4、6 h 时

MPO 平均荧光强度表达水平最高的均为 LPS

组。其中，各组 4 h 时 MPO 的平均荧光强度高

于 2 h 和 6 h (图 6A、6C)。NE 平均荧光强度统

计分析结果显示，干预 2 h 的 PMA 组和 LPS 组

的 NE 平均荧光强度与正常对照组相比较显著增

强 (P<0.01)；干预 4 h 的 IAV 组 (50 TCID50 组 )

的 NE 平均荧光强度显著增强 (P<0.01)；干预

6 h 的 LPS 组和 IAV 组(25 TCID50 组)的 NE 平均

荧光强度显著增强(P<0.01)；IAV 组(100 TCID50、

50 TCID50、25 TCID50 3 个组)的 NE 荧光强度随

着干预时间延长而增强。此外，各组 6 h 时 NE

的平均荧光强度高于 2 h 和 4 h (图 6B、6C)。

这些结果表明 IAV 感染能使中性粒细胞内 MPO

和 NE 蛋白表达增加，且 MPO 表达的高峰期先

于 NE。

2.7　活性氧(ROS)形成水平

甲型流感病毒感染中性粒细胞后，ROS 通

过烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸氧化酶 2 (NADPH 

oxidase 2, NOX2)、线粒体等途径产生发挥抗

病毒与促炎双重作用。荧光探针 DCFH-DA 检

测结果显示(图 7)，与正常对照组相比干预 2 h

的 PMA 组 ROS 含量增加(P<0.01)；干预 4 h 的

PMA 组和 LPS 组 ROS 含量增加 (P<0.01 或

P<0.05)；干预 6 h 后，PMA 组、LPS 组、IAV 

(100 TCID50、50 TCID50、25 TCID50 3 个组)的

ROS 含量均显著增加 (P<0.01 或 P<0.05)。流

感病毒 (IAV)干预中性粒细胞的 3 个亚组 IAV 

(100 TCID50、50 TCID50、25 TCID50)在 2 h 和

4 h 时，ROS 含量有所增加(与正常对照组相

比)，且呈浓度依赖性，但差异无统计学意义。

结果表明，IAV 感染可促进中性粒细胞内 ROS

形成增加，且 IAV 浓度越高，诱导 ROS 形成的

能力越强。

2.8　Western blotting 法检测中性粒细胞

内 CitH3 形成水平

瓜氨酸化组蛋白 H3 (CitH3)是 PAD4 介导的

组蛋白修饰产物，是中性粒细胞胞外诱捕网

(NETs) 形成过程中的关键标志物。 Western 

blotting 检测结果显示，干预 6 h 的 PMA 组、

LPS 组、IAV (100 TCID50、50 TCID50、25 TCID50 

3 个组)的 CitH3 含量与正常对照组相比显著增

加(P<0.01)；IAV (25 TCID50 亚组)的 CitH3 含量

虽有增加但差异无统计学意义(图 8A、8B)。结

果表明，IAV 感染可促进中性粒细胞内 CitH3 表

达增加，且 IAV 浓度越高诱导 CitH3 形成的水

平越高。
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图6　免疫荧光染色下NETs特征性指标MPO与NE共定位与定量检测(mean±SD，n=6)。A：各组细胞分别

干预2、4、6 h后MPO平均荧光强度；B：各组细胞分别干预2、4、6 h后NE平均荧光强度；C：免疫荧光

染色显示MPO和NE与细胞核共定位情况。

Figure 6　 Immunofluorescence analysis of NETs markers MPO and NE: colocalization and quantitative 

detection (mean±SD, n=6). A: Mean fluorescence intensity (MFI) of MPO in cells after 2, 4, and 6 h of 

intervention; B: Mean fluorescence intensity (MFI) of NE in cells after 2, 4, and 6 h of intervention; C: 

Immunofluorescence images showing colocalization of MPO, NE, and nuclei after intervention. Compared with 

the normal control group, **: P<0.01; Compared with the PMA (100 µg/L) group, ##: P<0.01, #: P<0.05; 

Compared with the LPS (100 µg/L) group, △△: P<0.01, △: P<0.05.
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图7　各组分别干预2、4、6 h后，中性粒细胞中活性氧(ROS)的含量(mean±SD，n=4)

Figure 7　Reactive oxygen species (ROS) levels in neutrophils after 2, 4, and 6 h of intervention (mean±SD, 

n=4). Compared with the normal control group, **: P<0.01, *: P<0.05; Compared with the PMA (100 µg/L) 

group, ##: P<0.01, #: P<0.05; Compared with the LPS (100 µg/L) group, △△: P<0.01, △: P<0.05.

图8　各组干预6 h后中性粒细胞中CitH3的蛋白形成水平(mean±SD，n=3)。A：Western blotting检测细胞

中CitH3蛋白表达情况；B：蛋白相对表达定量分析。

Figure 8　The protein formation of CitH3 in neutrophils after 6 h intervention (mean±SD, n=3). A: Western 

blotting detected the expression of CitH3 proteins in cells; B: Quantitative analysis of relative protein expression. 

Compared with the normal control group, **: P<0.01; Compared with the PMA (100 µg/L) group, ##: P<0.01; 

Compared with the LPS (100 µg/L) group, △△: P<0.01.
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3　讨论与结论　讨论与结论

中性粒细胞是肺部常驻免疫细胞，细胞内

的嗜天青颗粒和特异性颗粒在机体抗病原体感

染过程中发挥了重要作用。多种免疫细胞与组

织细胞相互作用激活免疫系统并释放炎症因子，

有助于宿主清除流感病毒[13]。当感染发生时，

中性粒细胞可迅速募集至感染部位，通过释放

活性氧 (ROS)、脱颗粒以及形成胞外诱捕网

(NETs) 来 抵 御 病 原 体 感 染[14-15]。 NETs 是 由

DNA、组蛋白及蛋白酶等组成的纤维网状物质。

NETs 不仅具有抗菌特性，还可能作为物理屏障

阻止细菌进一步传播。本研究从 BALB/c 小鼠中

提取并纯化骨髓中性粒细胞后，使用 H1N1 进行

干预，并设置不同种类的 NETs 激活剂对照组

(PMA 组和 LPS 组)，这有利于对 H1N1 刺激中

性粒细胞形成的 NETs 进行比较。关于 H1N1 刺

激中性粒细胞胞外诱捕网的形成目前已有一些

报道。在已有研究基础上，本研究设置了 3 个

H1N1 感染滴度和 3 个时间点以研究 H1N1 刺激

对中性粒细胞胞外诱捕网形成的量效关系和时

效关系，这有助于进一步动态了解不同滴度的

H1N1 对中性粒细胞胞外诱捕网形成的影响。本

研究发现，H1N1 感染量及干预时间与 NETs 的

形成能力、中性粒细胞 ROS 形成水平呈正相关。

NETs 在抗病原体感染方面，有研究发现在

所有核心组蛋白中组蛋白 H4 在抑制病毒传染性

方面最为有效，且组蛋白对季节性 H1N1 毒株具

有很强的抗病毒活性[16]。中性粒细胞髓过氧化

物酶(MPO)具有杀病毒作用，可与人类呼吸道合

胞病毒 (human respiratory syncytial virus, hRSV)

表面的 F0 蛋白相互作用，从而达到消灭病毒的

目的[17]。NETs 适量形成有利于中性粒细胞固定

和捕获病原体，有效控制炎症范围。然而，在

炎症性疾病中 NETs 是中性粒细胞重要的炎症介

质，可促使巨噬细胞浸润，放大炎症反应[18]。

在病理状态下，机体免疫反应较为激烈和复杂，

NETs 过量产生会对组织和细胞产生损伤作用，

中性粒细胞弹性蛋白酶(NE)是肺泡毛细血管通

透性的公认介质，被认为主要通过催化内皮细

胞钙黏蛋白水解来触发微血管损伤[19]。在动物

体内实验中，LPS 诱导的急性肺损伤(acute lung 

injury, ALI)期间形成的 NETs 已被证明会直接导

致器官损伤，并加剧以白细胞积累、弥漫性肺

泡损伤和细胞因子释放为特征的炎症反应，且

通过脱氧核糖核酸酶(deoxyribonuclease, DNase)

处理后能得到改善[20]。在用人脐静脉内皮细胞

进行的研究中发现，NETs 浓度越高、干预时间

越长对人脐静脉内皮细胞生长的抑制、细胞的

损伤和凋亡就越严重[21]。NETs 中的组蛋白可裂

解平滑肌细胞膜以促进细胞死亡、触发炎症因

子产生[22]。在肺炎中 NETs 可通过破坏肺泡-毛

细血管屏障降低肺换气功能，促进肺水肿来加

剧急性呼吸窘迫综合征的病情进展[23]。

NETs 可由多种外源性或内源性刺激物诱

导[24]。以往研究证明， PMA 和 LPS 是诱导

NETs 产生的强刺激因子[7]。本研究从 BALB/c

小鼠中提取并纯化骨髓中性粒细胞后，使用

H1N1 进行干预，检测中性粒细胞内核蛋白(NP) 

mRNA 表达水平，结果显示 H1N1 可在中性粒

细胞中复制，随着 H1N1 滴度的增高，NP 的基因

表达水平越高。检测 NETs 起始标志物 cfDNA 的

含量发现，随着 H1N1 干预时间的延长 cfDNA 的

含量逐渐升高，在一定程度上量化了 NETs 的形成

水平。NETs 的染色方式主要有 SYTOX Green 染

色和 Hoechst 33342 染色，Hoechst 33342 荧光染

色的观察效果优于 SYTOX Green 染色[25]。本研究

的 Hoechst 33342 染色结果表明， 100 TCID50

的 H1N1 滴度干预中性粒细胞后诱导 NETs 形

成的能力大于 50 TCID50 和 25 TCID50 的 H1N1

滴度，说明 H1N1 干预小鼠中性粒细胞可形成纤

维网状结构的 NETs，且 H1N1 浓度越高促进

NETs 形成的能力越强。

中性粒细胞形成 NETs 的免疫过程称为

NETosis，NETs 的形成可通过 2 种机制发生。

(1) 经典的溶解性 NETosis，该过程大约需要
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2−4 h，是 NETs 释放的主要途径。在佛波酯

(PMA)、细胞因子、病原体、自身抗体等的刺激

下，中性粒细胞被激活并促发烟酰胺腺嘌呤二

核 苷 酸 磷 酸 (nicotinamide adenine dinucleotide 

phosphate, NADPH)氧化酶系统，启动细胞内活

性氧(ROS)的形成，促进 MPO、NE、PAD4 的

分泌[26]。ROS 是导致核膜和细胞膜破裂的关键

因素。PAD4 被 ROS 激活后可调节带正电荷的

精氨酸侧链转化为带正电荷的组蛋白侧链，即

诱导组蛋白中精氨酸转化为瓜氨酸，从而导致

染色质的解凝集，并形成特征性标志物瓜氨酸

化组蛋白(CitH3)。细胞内的过氧化氢被 MPO 催

化产生次氯酸和其他氧化剂，氧化剂通过分子

生物学反应参与嗜天青颗粒释放 NE 的过程，使

其转移到细胞核，从而促进染色质的进一步展

开和核膜损伤，染色质被释放到胞质中，与多

种胞质蛋白结合[27]。(2) 非溶解性 NETosis，由

补体受体识别刺激物诱导激活而不依赖于

NADPH 氧化酶系统，主要由 Ca2+介导，升高的

Ca2+激活胞质中的 PAD4，PAD4 进入细胞核促

使组蛋白瓜氨酸化以及染色质解聚，最后 NETs

通过囊泡从中性粒细胞中释放出来[28]。例如，

离子霉素和白细胞介素-8 (interleukin-8, IL-8)诱导

的 NETs 由钙动员介导，不依赖于 NADPH 氧化

酶的活性[29]。由于质膜完整，非溶解性 NETosis

并未影响中性粒细胞的活性和吞噬功能。本研

究表明，H1N1 干预中性粒细胞后 MPO、NE 蛋

白相对表达均不同程度升高，与细胞核共定位

情况明显增多，且 MPO 蛋白表达的高峰期先于

NE 蛋白。PAD4 在中性粒细胞中高表达，PAD4

的激活也可能需要 ROS 的产生，而 ROS 主要由

NADPH 氧化酶复合物和线粒体中的电子传递链

产生。研究表明，在小鼠体内实验中 H1N1 感染

刺激的 NET 形成依赖于 PAD4[30]；另有研究也

表明 H1N1 感染细胞可促进 ROS 形成[31-32]。然

而，也有研究报道，H1N1 诱导的 NET 形成不

依赖于 NADPH 氧化酶复合物诱导的 ROS 的形

成[33]。目前尚无 H1N1 诱导的 NETs 是否涉及细

胞内钙离子(Ca2+)水平变化的相关研究报道。与

之不同的是，本研究表明 H1N1 刺激也会增加中

性粒细胞中 ROS 的形成。活性氧检测结果显示，

H1N1 干预 6 h 后 IAV 组的 ROS 水平比正常组

显著升高，H1N1 干预中性粒细胞后 ROS 形成

水平与病毒感染剂量和干预时间呈正相关，但

ROS 形成的来源还需进一步证实。CitH3 的

Western blotting 结果显示，H1N1 可诱导中性粒

细胞内 CitH3 含量水平升高；此外，免疫荧光结

果显示，PAD4 和 CitH3 蛋白相对表达均不同程

度升高，CitH3 蛋白表达趋势与 PAD4 蛋白表达

趋势相似。关于 NETs 的形成机制还有研究表明

与中性粒细胞自噬的启动有关。Kenno 等[34]的

研究中以人外周血中性粒细胞为研究对象，在

早期阶段(15 min)证明自噬参与了白色念珠菌菌

丝和酵母 2 种形态诱导 NET 的释放；而在 4 h

时，自噬仅对白色念珠菌菌丝诱导的 NETs 产生

影响。另有研究报道[35]，在小鼠体内及小鼠中

性粒细胞实验中在肺炎克雷伯菌肺炎感染期间，

C 型凝集素受体(Mincle)通过自噬介导 NET 的形

成而不影响 ROS 的产生。目前，自噬对 H1N1

诱导的 NETs 的形成的影响尚未见研究报道，在

今后的研究中将会对其进行探索。

以上研究表明，经 H1N1 感染后中性粒细胞

被激活，ROS 形成增加，细胞内 MPO 和 NE 分

泌增加，PAD4 异位入核，启动组蛋白瓜氨酸化

及染色质解凝集，提高细胞内 CitH3 形成水平，

促进中性粒细胞 NETs 的释放。然而，受多种因

素影响，不同病毒对胞外诱捕网的形成影响不

同。即使是同一类型的病毒，其感染量不同，

中性粒细胞的来源不同，影响 NETs 形成的程度

和水平也会不一样。本研究结果显示，H1N1 对

胞外诱捕网的形成有促进作用，但也有报道，

乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)感染人外周

血中性粒细胞对 NETs 的形成有抑制作用，这与

HBc 和 HBe 蛋白通过抑制中性粒细胞自噬活性

及 ROS 生成有关[36]。

甲型流感病毒亚型 H1N1 是在人类中最常流
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行的流感病毒，传染性强，发病率和死亡率高，

流感的临床研究对流感病毒的预防与治疗具有

重要意义。然而，受专业限制，本研究只以小

鼠中性粒细胞为样本开展了研究，未对临床样

本进行检测。在今后的研究中我们将设法解决

这一不足。
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