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本文亮点：

(1) 证实红色诺卡菌细胞壁骨架（Nr-CWS）能够提高正常状态下中性粒细胞的吞噬能力，改善感染状

态下中性粒细胞的趋化功能及活性氧、颗粒蛋白、炎症因子水平。

(2) 创新性地提出了Nr-CWS在先天免疫层面能通过调控中性粒细胞的趋化、吞噬、杀菌等生物学功

能而发挥抗感染功能的概念，为Nr-CWS的临床应用提供了更广阔的思路。

红色诺卡菌细胞壁骨架对人中性粒细胞
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【摘要】　目的　探讨红色诺卡菌细胞壁骨架（Nr-CWS）对人中性粒细胞生物学功能的调节作用

及其机制。　方法　采用实验研究方法。2022年 5―10月招募于苏州市体检中心体检的成年健康志

愿者 15名（男 7名、女 8名，年龄 24~45岁），采集外周静脉血，采用免疫磁珠分选法提取中性粒细胞。

将细胞分为不进行任何处理的正常对照组、仅用终质量浓度为 60 ng/mL Nr-CWS处理的单纯Nr-CWS
组、仅用终质量浓度 1 μg/mL内毒素/脂多糖（LPS）刺激的单纯LPS组、用同前LPS刺激后再用Nr-CWS
处理的 LPS+Nr-CWS组。培养 1 h，采用改良后的琼脂糖趋化模型检测中性粒细胞的趋化距离、趋化

细胞百分比、趋化指数、最大趋化速度、趋化功能评分；采用流式细胞术检测发生吞噬的细胞占比与荧

光强度，活性氧水平，颗粒蛋白 CD35、CD66b、CD63的蛋白表达水平，以及细胞培养上清液中炎症因

子白细胞介素 2（IL-2）、IL-4、IL-6、IL-10、IL-17A、肿瘤坏死因子α（TNF-α）、γ干扰素浓度。以上实验

各组样本数均为15。对数据行析因设计方差分析与独立样本 t检验。　结果　培养1 h，正常对照组、

单纯 Nr-CWS组、单纯 LPS组、LPS+Nr-CWS组细胞趋化功能评分分别为 15.0、（14.5±0.5）、（1.5±0.5）、

（12.0±1.5）分；与正常对照组比较，单纯 LPS组与 LPS+Nr-CWS组细胞趋化距离、趋化细胞百分比、趋

化指数、最大趋化速度与趋化功能评分均显著降低（t值分别为18.36、18.88、54.28、18.36、46.77，10.58、
14.74、6.84、10.58、4.24，P<0.05）；与单纯LPS组比较，LPS+Nr-CWS组细胞上述 5项趋化功能指标均显

著升高（t 值分别为 11.47、14.65、11.62、11.47、13.75，P<0.05）。培养 1 h，与正常对照组比较，单纯

Nr-CWS 组发生吞噬的细胞占比与荧光强度均显著升高（t值分别为 6.86、6.73，P<0.05），单纯 LPS 组

（t值分别为 7.35、22.72，P<0.05）与 LPS+Nr-CWS 组（t值分别为 21.37、13.10，P<0.05）发生吞噬的细胞

占比与荧光强度均明显降低。培养 1 h，与正常对照组比较，单纯LPS组细胞活性氧水平显著升高（t=
6.64，P<0.05）；与单纯 LPS组比较，LPS+Nr-CWS组细胞活性氧水平明显降低（t=5.46，P<0.05）。培养

1 h，与正常对照组比较，单纯LPS组与LPS+Nr-CWS组细胞CD35、CD66b、CD63蛋白表达均显著升高

（t 值分别为 16.75、17.45、10.82，5.70、19.35、15.37，P<0.05）；与单纯 LPS 组比较，LPS+Nr-CWS 组细胞

CD35、CD66b、CD63蛋白表达均明显下降（t值分别为 4.92、5.72、3.18，P<0.05）。培养 1 h，与正常对照

组比较，单纯LPS组细胞培养上清液中 IL-2、IL-4、IL-6、IL-10、IL-17A、TNF-α、γ干扰素浓度均显著升
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高（t值分别为 22.10、9.50、7.21、10.22、24.88、8.43、47.48，P<0.05），LPS+Nr-CWS组细胞培养上清液中

IL-6、IL-10、IL-17A、TNF-α、γ干扰素浓度均显著上升（t值分别为 4.68、5.12、8.02、5.58、7.13，P<0.05）；

与单纯 LPS组比较，LPS+Nr-CWS组细胞培养上清液中 IL-2、IL-4、IL-6、IL-10、IL-17A、TNF-α、γ干扰

素浓度均显著降低（t值分别为 5.39、2.83、5.79、2.90、5.87、4.88、39.64，P<0.05）。　结论　Nr-CWS能

够提高正常状态下人中性粒细胞的吞噬能力，改善感染状态下人中性粒细胞的趋化功能及活性氧、脱

颗粒蛋白、炎症因子水平，在先天免疫层面通过调控人中性粒细胞生物学行为，提高抗感染能力。

【关键词】　感染；　吞噬作用；　趋化作用；　中性粒细胞；　生物学功能；　红色诺卡菌细胞壁

骨架

基金项目：国家自然科学基金联合基金重点项目（U21A20370）；国家自然科学基金面上项目

（82072217、81772135）；江苏省自然科学基金项目（BK20201178）

Regulatory effects of the Nocardia rubra cell wall skeleton on the biological function of human 
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【Abstract】 Objective　 To investigate the regulatory effects and mechanism of Nocardia 
rubra cell wall skeleton (Nr-CWS) on the biological function of human neutrophils. Methods　The 
experimental research method was used. Fifteen healthy adult volunteers (7 males and 8 females, 
aged 24 to 45 years) were recruited from Suzhou Physical Examination Center for physical 
examination from May to October 2022, the peripheral venous blood was collected, and neutrophils 
were extracted by immunomagnetic bead sorting. The cells were divided into normal control group 
without any treatment, Nr-CWS alone group treated with Nr-CWS of final mass concentration 
60 ng/mL alone, endotoxin/lipopolysaccharide (LPS) alone group stimulated with LPS of final mass 
concentration 1 μg/mL alone, and LPS+Nr-CWS group stimulated with LPS first and then treated 
with Nr-CWS as before. After 1 h of culture, the chemotaxis distance, chemotactic cell percentage, 
chemotactic index, maximum chemotactic speed, and chemotactic function score of neutrophils 
were detected using the modified agarose chemotactic model; the proportion and fluorescence 
intensity of phagocytosis cells, the level of reactive oxygen species (ROS), the protein expression 
levels of granular protein CD35, CD66b, and CD63, and the concentrations of inflammatory cytokines 
of interleukin 2 (IL-2), IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, tumor necrosis factor alpha (TNF- α), and 
interferon-γ in cell culture supernatant were detected by flow cytometry. The number of samples in 
each group in the above experiments was 15. Data were statistically analyzed with analysis of 
variance for factorial design and independent sample t test. Results　 After 1 h of culture, the 
chemotactic function score of cells in normal control group, Nr-CWS alone group, LPS alone group, 
and LPS+Nr-CWS group were 15.0, 14.5±0.5, 1.5±0.5, 12.0±1.5, respectively. Compared with those in 
normal control group, the chemotaxis distance, chemotactic cell percentage, chemotactic index, 
maximum chemotactic speed, and chemotactic function score of cells were significantly decreased in 
LPS alone group and LPS+Nr-CWS group (with t values of 18.36, 18.88, 54.28, 18.36, 46.77, 10.58, 
14.74, 6.84, 10.58, and 4.24, respectively, P<0.05); compared with those in LPS alone group, the five 
chemotactic function indexes as above in LPS+Nr-CWS group were significantly increased (with t 
values of 11.47, 14.65, 11.62, 11.47, and 13.75, respectively, P<0.05). After 1 h of culture, compared 
with those in normal control group, the proportion and fluorescence intensity of phagocytosis cells 
were significantly increased in Nr-CWS alone group (with t values of 6.86 and 6.73, respectively, P<
0.05), and the above two indexes were significantly decreased in LPS alone group (with t values of 
7.35 and 22.72, respectively, P<0.05) and LPS+Nr-CWS group (with t values of 21.37 and 13.10, 
respectively, P<0.05). After 1 h of culture, compared with that in normal control group, the level of 
ROS of cells in LPS alone group was significantly increased (t=6.64, P<0.05); compared with that in 
LPS alone group, the level of ROS of cells in LPS+Nr-CWS group was significantly decreased (t=5.46, 
P<0.05). After 1 h of culture, compared with those in normal control group, the protein expressions 
of CD35, CD66b, and CD63 of cells were significantly increased in LPS alone group and LPS+Nr-CWS 
group (with t values of 16.75, 17.45, 10.82, 5.70, 19.35, and 15.37, respectively, P<0.05); compared 
with those in LPS alone group, the protein expressions of CD35, CD66b, and CD63 of cells were 
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significantly decreased in LPS+Nr-CWS group (with t values of 4.92, 5.72, and 3.18, respectively, P<
0.05). After 1 h of culture, compared with those in normal control group, the concentrations of IL-2, 
IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, TNF- α, and interferon- γ in cell culture supernatant were significantly 
increased in LPS alone group (with t values of 22.10, 9.50, 7.21, 10.22, 24.88, 8.43, and 47.48, 
respectively, P<0.05), and the concentrations of IL-6, IL-10, IL-17A, TNF-α, and interferon-γ in cell 
culture supernatant were significantly increased in LPS+Nr-CWS group (with t values of 4.68, 5.12, 
8.02, 5.58, and 7.13, respectively, P<0.05); compared with those in LPS alone group, the 
concentrations of IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, TNF-α, and interferon-γ in cell culture supernatant 
were significantly decreased in LPS+Nr-CWS group (with t values of 5.39, 2.83, 5.79, 2.90, 5.87, 4.88, 
and 39.64, respectively, P<0.05). Conclusions　Nr-CWS can enhance the phagocytosis ability of 
neutrophils in normal condition and improve the chemotactic function, ROS level, degranulation 
protein level, and inflammatory factor level of human neutrophils in infectious condition. Nr-CWS 
can enhance the anti-infection ability of human neutrophils by regulating its biological behavior in 
innate immunity.

【Key words】 Infection; Phagocytosis; Chemotaxis; Neutrophils; Biological 
function; Nocardia rubra cell wall skeleton
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中性粒细胞是人体外周血循环中含量最丰富

的白细胞（占50%~70%）［1］，尽管其被定义为寿命短

暂的终末细胞，但依旧被公认是先天免疫系统的

“哨兵”，参与并调节多种疾病，如急性损伤、癌症、

自身免疫病和慢性炎症等［2⁃4］的进程。在这些过程

中，中性粒细胞主要通过趋化、吞噬、脱颗粒、中性

粒细胞外诱捕网、产生活性氧和分泌细胞因子等发

挥其生物学功能［5⁃6］，并与其他免疫细胞协作，维持

机体的稳态［7］。

红色诺卡菌细胞壁骨架（Nocardia rubra cell 
wall skeleton， Nr-CWS）是从革兰阳性菌红色诺卡

菌菌体提取的细胞壁骨架成分，主要由诺卡霉素

酸、阿拉伯半乳聚糖、胞壁酸和肽聚糖组成［8］，目前

被常规用于宫颈糜烂和人乳头瘤病毒感染的治

疗［9］。大量研究表明，Nr-CWS能够通过增强体内T
细胞、巨噬细胞和自然杀伤细胞的免疫活性，促进

免疫细胞对病原体的吞噬和杀灭，以此上调机体的

免疫功能，提高人体抗感染能力［10⁃12］，但Nr-CWS对

中性粒细胞的作用尚未被阐述。本研究通过使用

Nr-CWS对正常状态和感染状态（LPS刺激）中性粒

细胞进行干预，探讨Nr-CWS对中性粒细胞生物学

功能的调节作用及其机制。

1 资料与方法

本实验研究经南京医科大学附属苏州医院医

学伦理委员会批准（批号：KL906014），所有健康志

愿者在采血前均签署了知情同意书。所有实验均

按照批准的操作指南进行。

1. 1 主要试剂和仪器来源

Nr-CWS 购自辽宁格瑞仕特生物制药有限公

司，生理盐水购自四川科伦药业股份有限公司，

Hank 平衡盐溶液（HBSS）、PBS、RPMI-1640 培养

基、琼脂糖粉末购自美国Gibco公司，胎牛血清购自

新西兰 Corning 公司，中性粒细胞磁珠分选试剂盒

购自加拿大 Stemcell 公司，LPS、趋化肽、异硫氰酸

荧光素（FITC）标记的小鼠抗人CD66b单克隆抗体、

活性氧探针购自美国 Sigma 公司，别藻蓝蛋白

（APC）标记的兔抗人 CD35 单克隆抗体、人 Th1/
Th2液相蛋白微球定量检测试剂盒购自美国BD公

司，藻红蛋白标记的小鼠抗人 CD63单克隆抗体购

自美国 Biolegend 公司，吞噬功能检测试剂盒购自

美国 Thermo Fisher Scientific 公司。IX72 型倒置荧

光显微镜购自日本奥林巴斯公司，FACSCanto Ⅱ型

流式细胞仪购自美国BD公司。

1. 2 外周血中性粒细胞提取与分组处理

2022 年 5―10 月招募于苏州市体检中心体检

的 15名成年健康志愿者（男 7名、女 8名，年龄 24~
45 岁）。志愿者既往体健，无重大疾病史，血常规

检测中性粒细胞数量在正常值范围内。使用含乙

二胺四乙酸抗凝采血管收集志愿者外周静脉血（每

人 10 mL），采血后 2 h内，采用免疫磁珠分选法，应

用中性粒细胞磁珠分选试剂盒提取外周血中性粒

细胞。将 10 mL 血液与 500 μL 中性粒细胞分选抗

体、500 μL 分选磁珠混合，室温孵育 5 min。加入

10 mL磁珠分选缓冲液，于磁力架上孵育 10 min，吸
取上清液。于上清液中再次加入 500 μL 分选磁
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珠，混合后于磁力架中分选 3 次，再以 400×g 离心

5 min（离心条件下同）后弃去上清液，收集中性粒

细胞。在 12 孔板中，将中性粒细胞以 1×106个/mL
重 新 悬 浮 于 含 有 体 积 分 数 10% 胎 牛 血 清 的

RPMI-1640 培养基中（每孔 1 mL）。将细胞分为正

常对照组、单纯 Nr-CWS 组、单纯 LPS 组、Nr-CWS+
LPS组。正常对照组细胞不进行任何处理，继续培

养 1 h；单纯Nr-CWS组细胞用终质量浓度 60 ng/mL
的 Nr-CWS 处理 0. 5 h 后继续培养 0. 5 h；单纯 LPS
组细胞采用终质量浓度为 1 μg/mL 的 LPS 处理

0. 5 h 后继续培养 0. 5 h；LPS+Nr-CWS 组细胞先用

终质量浓度为 1 μg/mL的LPS处理 0. 5 h，再用终质

量浓度为60 ng/mL的Nr-CWS处理0. 5 h。
1. 3 中性粒细胞趋化功能检测

取 4组细胞，采用改良后的琼脂糖趋化模型进

行趋化功能检测并在基于计算机视觉的细胞趋化

分析平台（cell chemotaxis analysis platform，CCAP）
中进行数据分析。将 HBSS（含钙离子、镁离子）和

RPMI-1640 培养基的混合液倒入溶化煮沸的琼脂

糖溶液中，混匀制成琼脂糖凝胶溶液。取 2. 7 mL
琼脂糖凝胶溶液于直径 35 mm培养皿中，室温下冷

却至凝固，放置于 4 ℃冰箱中待用。取 3个孔径为

3 mm的不锈钢空心管，制成孔间距为 2. 8 mm的趋

化打孔器，垂直于凝胶平面进行打孔，用负压吸引

器吸去孔内凝胶与多余的水分，于中间孔内加入

10 μL 趋化物，两侧孔中分别加入 10 μL 中性粒细

胞（细胞浓度为 1×107 个/mL）。将整个体系放入

37 ℃、含体积分数 5% 的二氧化碳培养箱中孵育

（下同）2 h，于倒置荧光显微镜下放大 40倍拍摄趋

化图像并上传至CCAP中，输出包括各项趋化功能

指标的分析报告。平台中的趋化区域被划分为

3 个区：趋化距离<800 μm 为Ⅰ区，趋化距离 800~
2 000 μm为Ⅱ区，趋化距离>2 000 μm为Ⅲ区。趋

化功能指标包括：（1）趋化距离，即中性粒细胞于琼

脂糖趋化模型中趋化 2 h到达的最远距离；（2）趋化

细胞百分比，即趋化的中性粒细胞数占细胞总数

（1×105个）的百分比；（3）趋化指数，即Ⅰ区与Ⅱ区

的中性粒细胞数量与细胞总数（1×105个）的比值；

（4）最大趋化速度，指趋化距离与趋化时间（2 h）的

比值；（5）趋化功能评分，参考文献［13］进行评定。

本实验样本数为15。
1. 4 中性粒细胞吞噬功能检测

取 4 组细胞，以每孔 1×106个接种于 12 孔板中

（下同）。每组加入 20 μL 荧光标记的大肠埃希菌

生物颗粒溶液，避光孵育 0. 5 h，随后将细胞置于冰

上终止吞噬，离心后，于流式细胞仪上检测发生吞

噬的细胞占比与荧光强度。本实验样本数为15。
1. 5 中性粒细胞活性氧水平检测

取 4组细胞，加入用 100 μL RPMI-1640培养基

配制的 1 nmol流式活性氧探针 2，7-二氯荧光素二

乙酸酯，避光孵育 0. 5 h，离心后，采用流式细胞仪

检测活性氧水平。本实验样本数为15。
1. 6 中性粒细胞颗粒蛋白表达水平检测

取 4 组细胞，加入 APC 标记的兔抗人 CD35 单

克隆抗体、FITC 标记的小鼠抗人 CD66b 单克隆抗

体、藻红蛋白标记的小鼠抗人CD63单克隆抗体（稀

释比均为 1∶1 000），避光条件下孵育 0. 5 h，采用流

式细胞仪检测颗粒蛋白CD35、CD66b、CD63蛋白表

达水平。本实验样本数为15。
1. 7 中性粒细胞中炎症因子浓度检测

取 4组细胞，离心后各取上清液 50 μL，加入细

胞因子 IL-2、IL-4、IL-6、IL-10、IL-17A、TNF-α、γ干

扰素微球混合液 50 μL，室温下避光孵育 0. 5 h。再

次离心后，加入 50 μL藻红蛋白荧光素标记的炎症

因子检测抗体孵育 3 h，采用流式细胞仪检测炎症

因子的表达水平。本实验样本数为15。
1. 8 统计学处理

采用 SPSS 27. 0统计软件进行数据处理。所有

计量资料数据均符合正态分布且方差齐，以 x̄ ± s
表示，组间总体比较采用析因设计方差分析，组间

两两比较采用独立样本 t 检验。P<0. 05 为差异有

统计学意义。

2 结果

2. 1 中性粒细胞的趋化功能

培养 1 h，与正常对照组比较，单纯 Nr-CWS 组

细胞 5 项趋化功能指标，即趋化距离、趋化细胞百

分比、趋化指数、最大趋化速度与趋化功能评分均

无明显变化（t 值分别为 0. 49、0. 38、1. 65、0. 49、
1. 73，P>0. 05），单纯 LPS组与 LPS+Nr-CWS组细胞

上述 5 项趋化功能指标均显著降低（t 值分别为

18. 36、18. 88、54. 28、18. 36、46. 77，10. 58、14. 74、
6. 84、10. 58、4. 24，P<0. 05）。与单纯 LPS 组比较，

LPS+Nr-CWS组细胞上述 5项趋化功能指标均显著

升 高（t 值 分 别 为 11. 47、14. 65、11. 62、11. 47、
13. 75，P<0. 05）。见图1。
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2. 2 中性粒细胞的吞噬功能

培养 1 h，与正常对照组比较，单纯 Nr-CWS 组

发生吞噬的细胞占比和荧光强度均显著升高（t值
分别为 6. 86、6. 73，P值均为 0. 001），单纯LPS组与

LPS+Nr-CWS 组发生吞噬的细胞占比（t 值分别为

7. 35、22. 72，P 值均<0. 001）和荧光强度（t 值分别

为 21. 37、13. 10，P值均<0. 001）均显著降低。与单

纯 LPS 组比较，LPS+Nr-CWS 组发生吞噬的细胞占

比和荧光强度均无明显变化（t 值分别为 1. 61、
2. 05，P值分别为0. 158、0. 087）。见图2。
2. 3 中性粒细胞活性氧水平

培养 1 h，与正常对照组比较，单纯 LPS组细胞

活性氧水平显著升高（t=6. 64，P=0. 003），单纯

Nr-CWS组与LPS+Nr-CWS组细胞活性氧水平均无

明显变化（t 值分别为 0. 56、1. 30，P 值分别为

0. 603、0. 265）。与单纯 LPS 组比较，LPS+Nr-CWS
组细胞活性氧水平明显降低（t=5. 46，P=0. 006）。

见图3。
2. 4 中性粒细胞颗粒蛋白表达水平

培养 1 h，与正常对照组比较，单纯 Nr-CWS 组

细胞CD35、CD66b、CD63蛋白表达均无明显变化（t
值分别为 0. 34、1. 24、0. 85，P>0. 05），单纯 LPS 组

与LPS+Nr-CWS组细胞CD35、CD66b、CD63蛋白表

达均显著升高（t 值分别为 16. 75、17. 45、10. 82，

5. 70、19. 35、15. 37，P<0. 05）。与单纯LPS组比较，

LPS+Nr-CWS组细胞 CD35、CD66b、CD63蛋白表达

均 明 显 下 降（t 值 分 别 为 4. 92、5. 72、3. 18，P<
0. 05）。见图4。
2. 5 中性粒细胞中炎症因子浓度

培养 1 h，与正常对照组比较，单纯 Nr-CWS 组

细胞培养上清液中 IL-2、IL-4、IL-6、IL-10、IL-17A、

TNF-α、γ 干扰素浓度均无明显变化（t 值分别为

注：图 1E、1F、1G、1H、1I中横坐标 1、2、3、4分别表示正常对照组、单纯红色诺卡菌细胞壁骨架（Nr-CWS）组、单纯内毒素/脂多糖（LPS）组、

LPS+Nr-CWS组；趋化距离、趋化细胞百分比、趋化指数、最大趋化速度、趋化功能评分Nr-CWS处理因素主效应，F值分别为 94.95、30.76、
76.19、94.95、189.00，P值均<0.001；LPS处理因素主效应，F值分别为 428.40、690.50、427.40、428.40、466.70，P值均<0.001；两者交互作用，

F值分别为104.60、38.36、99.62、104.60、189.00，P值均<0.001；与正常对照组比较，aP<0.05；与单纯LPS组比较，bP<0.05
图 1　4组人中性粒细胞培养 1 h趋化功能。1A、1B、1C、1D.分别为正常对照组、单纯Nr-CWS组、单纯LPS组、LPS+Nr-CWS组趋化功能展

示，图1A细胞趋化距离、趋化细胞数较图1C、1D明显增加，图1D细胞趋化距离、趋化细胞数较图1C明显增加；1E、1F、1G、1H、1I.分别为趋

化距离、趋化细胞百分比、趋化指数、最大趋化速度、趋化功能评分比较（样本数为15，x̄ ± s）

注：图 2A、2B中横坐标 1、2、3、4分别表示正常对照组、单纯

红色诺卡菌细胞壁骨架（Nr-CWS）组、单纯内毒素/脂多糖

（LPS）组、LPS+Nr-CWS组；发生吞噬的细胞占比和荧光强

度 Nr-CWS处理因素主效应，F 值分别为 26.59、49.05，P 值

均 <0.001；LPS 处 理 因 素 主 效 应 ，F 值 分 别 为 192.30、
350.20，P 值均<0.001；两者交互作用，F 值分别为 45.66、
29.52，P值均<0.001；与正常对照组比较，aP<0.05
图 2　4组人中性粒细胞培养 1 h吞噬功能比较（样本数为

15，x̄ ± s）。2A.发生吞噬的细胞占比；2B.发生吞噬的细胞

荧光强度
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1. 59、0. 95、2. 46、1. 82、1. 45、2. 49、2. 27，P>
0. 05）；单纯 LPS 组细胞培养上清液中上述 7 种炎

症因子浓度均显著升高（t 值分别为 22. 10、9. 50、
7. 21、10. 22、24. 88、8. 43、47. 48，P<0. 05）；LPS+
Nr-CWS组细胞培养上清液中 IL-6、IL-10、IL-17A、

TNF-α、γ干扰素浓度均显著上升（t值分别为 4. 68、
5. 12、8. 02、5. 58、7. 13，P<0. 05），IL-2、IL-4浓度均

无明显变化（t 值分别为 1. 23、1. 60，P>0. 05）。与

单纯 LPS 组比较，LPS+Nr-CWS 组细胞培养上清液

中上述 7 种炎症因子浓度均显著降低（t 值分别为

5. 39、2. 83、5. 79、2. 90、5. 87、4. 88、39. 64，P<
0. 05）。见图5。

3 讨论

中性粒细胞是感染和组织损伤的主要反应

者［14］，是一群复杂而功能强大的细胞［15］。近期研究

表明，中性粒细胞能够通过调控 T细胞和B细胞的

活化、增殖与分化，参与适应性免疫［16⁃17］。因此中

性粒细胞既是先天免疫反应的效应物，也是适应性

免疫反应的指导者［18］，在许多疾病的发病机制中扮

演重要角色，其生物学功能的正常发挥是人体免疫

系统正常运作的保障。

本研究通过分离纯化外周血中性粒细胞，对不

同干预下的 4组细胞，采用改良后的琼脂糖趋化模

型检测趋化功能，采用流式细胞术检测细胞吞噬功

能、活性氧水平、颗粒蛋白（CD35、CD66b、CD63）表

达、7 种炎症因子分泌水平。结果显示，在正常状

态下，Nr-CWS能够提高中性粒细胞的吞噬能力；而

在感染状态下，中性粒细胞的生物学功能发生了一

系列的变化，趋化功能明显下降，无法靶向感染部

位发挥作用；吞噬功能降低；颗粒蛋白表达增加，并

产生大量的活性氧和炎症因子。尽管中性粒细胞

脱颗粒增加释放的抗菌蛋白和活性氧均能对消除

感染起到一定的作用［19］，但是高浓度的抗菌蛋白，

如髓过氧化物酶、肝素结合蛋白、基质金属蛋白

酶-9 等，也能损伤内皮细胞的完整性［20⁃22］；且在较

高的活性氧水平下，呼吸氧爆发会导致线粒体的破

坏，最终对细胞本身及周围组织造成损伤［23］。各种

细胞因子水平的升高为炎症因子风暴的产生奠定

了基础，是免疫过度的表现，极易对机体造成伤

注：Nr-CWS为红色诺卡菌细胞壁骨架，LPS为内毒素/脂多

糖；图 3B 中横坐标 1、2、3、4 分别表示正常对照组、单纯

Nr-CWS 组、单纯 LPS 组、LPS+Nr-CWS 组；活性氧水平

Nr-CWS处理因素主效应，F=23.08，P=0.001；LPS处理因素

主效应，F=64.94，P<0.001；两者交互作用，F=26.31，P<0.001；
与正常对照组比较，aP<0.05；与单纯LPS组比较，bP<0.05
图 3　4组人中性粒细胞培养 1 h活性氧水平比较（样本数

为15，x̄ ± s）。3A.流式直方图；3B.条图

注：Nr-CWS为红色诺卡菌细胞壁骨架，LPS为内毒素/脂多

糖；图 4B、4D、4F 中横坐标的 1、2、3、4 分别表示正常对照

组、单纯 Nr-CWS 组、单纯 LPS 组、LPS+Nr-CWS 组；CD35、
CD66b、CD63蛋白表达水平Nr-CWS处理因素主效应，F值

分别为 24.23、24.81、15.51，P值分别为 0.001、0.001、0.004；
LPS 处理因素主效应，F 值分别为 24.23、641.60、374.70，
P 值均<0.001；两者交互作用，F 值分别为 23.47、33.69、
7.70，P值分别为 0.001、<0.001、0.024；与正常对照组比较，
aP<0.05；与单纯LPS组比较，bP<0.05
图 4　4 组人中性粒细胞培养 1 h 颗粒蛋白表达。4A、4C、

4E.分别为 CD35、CD66b、CD63 蛋白表达流式直方图；4B、

4D、4F.分别为 CD35、CD66b、CD63 蛋白表达条图（样本数

为15，x̄ ± s）
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害［24］。对感染状态下中性粒细胞采用 Nr-CWS 处

理后，中性粒细胞趋化功能显著恢复，虽仍未达到

正常水平，但各项趋化功能指标均显著上升；细胞

的吞噬功能未发生变化，表明Nr-CWS能提高正常

状态下中性粒细胞的吞噬能力，却无法逆转感染状

态下中性粒细胞的吞噬功能减弱。吞噬功能是中

性粒细胞发挥免疫防御功能和维持机体平衡的重

要机制之一，其膜表面广泛表达吞噬受体用以识别

病原体，随后受体、配体发生结合，诱导细胞骨架重

排，将病原体内化形成吞噬小体，对微生物进行清

除［25⁃26］，该结果结合上述趋化功能说明 Nr-CWS 可

能通过增加中性粒细胞的骨架重排，使胞膜变化更

为灵敏，细胞变形能力增强而易于发生吞噬行为，

但吞噬受体的表达才是吞噬作用得以发挥的决定

因素［27］。而感染状态下，中性粒细胞膜表面吞噬受

体表达减少，Nr-CWS无法恢复受体的表达，因此不

能恢复细胞的吞噬功能。

感染状态下行 Nr-CWS 处理的中性粒细胞活

性氧水平恢复正常，颗粒蛋白表达均下降，但仍高

于正常状态，表明中性粒细胞可在尽可能不破坏内

皮细胞的前提下发挥杀菌功能。炎症因子方面，感

染状态下行 Nr-CWS 处理的中性粒细胞 IL-2、
IL-4表达水平均恢复正常，而 IL-6、IL-10、IL-17A、

TNF-α、γ 干扰素水平在 Nr-CWS 处理后虽然有所

下降，但仍高于正常水平。 IL-2、IL-6、IL-17A、

TNF-α、γ干扰素属于促炎性细胞因子，这些因子水

平的下降表明 Nr-CWS 能够通过调控中性粒细胞

对炎症进行控制，该结果与另一针对 Nr-CWS 对 T

细胞作用的研究结果［9］一致；IL-10属于抑炎因子，

能够调节 B 细胞、细胞毒性 T 细胞和 Th、自然杀伤

细胞、肥大细胞、粒细胞、树突状细胞、KC和内皮细

胞的生长和分化，在体内免疫反应和免疫耐受中起

着重要作用［28⁃29］，该因子水平在 Nr-CWS 干预下依

旧偏高。而同为抑炎因子的 IL-4 在 Nr-CWS 作用

下恢复至正常水平。有研究显示，IL-10在哺乳动

物中所起的抗炎作用更为强大，也更为核心，作用

机制更为复杂［30］，尽管两者均表现为负调节炎症反

应作用，但Nr-CWS对不同因子的作用仍需进一步

探讨，对中性粒细胞炎症因子分泌的调控也表现为

复杂的双向调控，具体机制尚需进一步研究。

综上所述，本研究创新性地阐述了 Nr-CWS对

中性粒细胞生物学功能的调节作用，证实 Nr-CWS
能够提高正常状态下中性粒细胞的吞噬能力，并改

善感染状态下中性粒细胞的趋化功能，降低感染状

态下中性粒细胞的活性氧水平、颗粒蛋白表达以及

炎症因子水平，提出了Nr-CWS在先天免疫层面能

通过调控中性粒细胞生物学行为而发挥抗感染功

能的新概念，为Nr-CWS的临床应用提供了更广阔

的思路。
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