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血必净对内毒素刺激的
@G?QA

细胞的影响

蒋
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巍
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张顺财"

!复旦大学附属中山医院消化内科
!

上海
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!摘要"

!

目的
!

观察血必净对内毒素刺激的
BEA:#

细胞的影响#并探究其是否具有诱导内毒素耐受的作用&

方法
!

BEA:#

细胞先以不同浓度的血必净!
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"作用不同时间!

'

#

#!

#

!'8

"#再用内毒素进行刺

激&用
9LI,M

法测定上清液中
BN!:

*

水平#

G+$<7';+:A2G

技术检测
BLG'

和
IGMJ:* ;GNM

的表达差异&

结果
!

不同浓度血必净不同时间作用下#各实验组细胞
BN!:

*

分泌水平均无显著变化!
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"&在高浓度
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"血必净组#作用
!'8

时细胞
BLG'

表达上调#是
'8

时的
#>)'%

倍!

!
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"$在作用
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后#
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血必净组
IGMJ:*

表达上调#是对照组的
#>$'(

倍!

!

#

">")

"$但其余各浓度及时间组细胞的
BLG'

和
IGMJ:* ;GNM

表达均无显著差异!
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"&结论
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血必净不能阻断内毒素刺激的
BEA:#

细胞
BN!:

*

的分泌#不能诱导内毒素耐受$高浓度血必净长时间作用后虽可能上调
BEA:#

细胞
BLG'

和
IGMJ:* ;GNM

表达#但确切含义仍不清楚&

!关键词"

!

血必净$

!

内毒素$

!

内毒素耐受$

!

B3<<

样受体
'

$

!

IL:#

受体相关激酶
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内毒素血症参与了临床多种疾病的发生'发展#严

重时 可 导 致 脓 毒 性 休 克'弥 漫 性 血 管 内 凝 血
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*FT,

"&目前认为#单核/巨噬细胞系统是内毒素作用

的主要靶细胞#也是产生内毒素耐受的主要效应细胞&

B3<<

样受体
'
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B3<<:<'S+.+-+
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BLG'

"是内毒素信

号转 导 的 关 键 受 体#而
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受 体 相 关 激 酶
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IGMJ:*
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则是信号传导途径中重要的负调节因子&血必净注射

液由红花'赤芍'川芎'丹参'当归等活血化瘀中药提取

而成&许多研究报道*

#,$

+

#血必净能拮抗内毒素#减少

内源性炎性介质失控性释放#有效降低脓毒症及其他

原因所致
*FT,

的死亡率#目前广泛用于脓毒症的治
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疗&本研究试图通过观察血必净对内毒素刺激的

BEA:#

细胞的影响#探究其是否具有诱导内毒素耐受

的作用#为血必净用于内毒素血症的治疗寻找实验基

础和理论依据&

材 料 和 方 法

细胞培养
!

人单核细胞株
BEA:#

!中国科学院

上海细胞生物学研究所细胞库"&该细胞为悬浮型生

长#培养于含
'>)
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/

L

葡萄糖的高糖
GA*I#*'"

培养

基!含
#"H

胎牛血清'青霉素
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'链霉素
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"中#

$%X

'

)H2F

!

培养箱中孵育生长#每
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"

$

天换液
#

次#待细胞长至!

#

"

$

"

/#"

* 个/
;L

时及

时传代&

血必净干预及内毒素刺激
!

取对数生长期的细

胞#调整细胞数为
#/#"

* 个/
;L

接种于六孔培养板

中#每孔细胞数为
)/#"

* 个&根据实验分组#于低'

中'高剂量血必净组各孔分别加入不同浓度的血必净

注射液!天津红日药业"#使其终浓度分别为
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'
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'
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;
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#对照组加入等量培养液#于
$%X

'

)H2F

!

中

分别孵育
'

'
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'

!'8

&随后弃去培养液及血必净#各

孔重新加入
GA*I#*'"

培养液#各组分别加入终浓

度为
#"%
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的脂多糖!
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公司"#于培养箱内

孵育刺激
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后
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离心
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#收集细胞和

上清液&细胞用于抽提总
GNM

#上清液保存于
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用于测定
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*
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法测定
@XMQ
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应用人
BN!:

*

定量

9IM

试剂盒!

GZT

公司"#采用双抗体夹心
MK2:

9IM,M

法测定上清液中
BN!:

*

含量&操作按使用

说明进行#反应终止后用酶标仪测定
"

')"

#同时绘制

标准曲线#得出各样品浓度&

细胞总
:X6

抽提及实时定量
?;:

检测
@C:N

和
R:6<Q9 B:X6

表达
!

按
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法!
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公司"操作说明抽提
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&应用
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#进行各样本
BLG'

和
IGMJ:*

基因表达的相对定量分析&

A2G

引物!表
#

"由
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公司设计'上海生工生物技术有限公司合

成&反应参数如下#反转录反应%
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#

&)X)4
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反应%预变性
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再按变性
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#退火/延伸
*"X$"4

循环
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次

进行
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扩增$最后按
*"X #"4

#每个循环加

">)X

#循环
%#

次进行熔解曲线分析&

A2G

产物

!>)H

琼脂糖凝胶电泳下行产物大小及特异性确认&

不同浓度血必净组间的目标基因表达差异通过不同

浓度处理的样本相对于对照组样本的倍数来表示$

而不同时相的基因表达差异#则以血必净孵育
'8

的样本作为参照因子&
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统计学处理
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数据以
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表示#应用
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统计分析软件&标准曲线采用相关回归分析&

符合正态分布且方差齐性者采用单因素方差分析#

两两比较用
P

检验!

,:N:J

法"$非正态性分布及方

差不齐者采用
J."4S$<:C$<<'4

秩和检验#两两比较

用
'

检验&以下结果中除特别标注为
J."4S$<:

C$<<'4

秩和检验外#均采用
MNF@M

单因素方差

分析&

结
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果

血必净对
@G?QA

细胞
@XMQ

!

分泌的影响
!

由

表
!

可见#随着孵育时间的延长#对照组
BN!:

*

分

泌水平无明显差别!

!

$
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"#说明孵育本身对实

验结果影响极小&而随着血必净浓度的增加#以及

作用时间的延长#各实验组细胞
BN!:

*

分泌水平均

无显著变化!
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">")

"#说明血必净对内毒素刺激

的
BEA:#

细胞
BN!:
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分泌无影响&

血必净干预后
@G?QA

细胞
@C:NB:X6

的表

达
!

由图
#

可见#血必净干预
'8

及
#!8

后#随着药

物浓度的增加#

BLG'

表达变化不明显#各实验组间

比较差异均无统计学意义!
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"$而至
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后#

随着血必净浓度的增加#
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表达略有上调#但与

对照组比较差异均无统计学意义!
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蒋巍#等
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血必净对内毒素刺激的
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细胞的影响
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不同浓度血必净作用相同时间后
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的相对表达差异
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由图
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可见#在对照组#随着孵育时间的延长#
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表达无明显差异!

!

$

">")

"#说明孵育本身对
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血必净干预后
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细胞
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的

表达
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由图
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及
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后#随着

药物浓度的增加#
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表达变化不明显#各实

验组间比较均无统计学差异!
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不同浓度血必净作用相同时间后
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的相对表达差异
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由图
'

可见#在对照组#随着孵育时间的延长#

IGMJ:*

表达无明显差异!

!

$

">")

"#说明孵育本

身对结果影响极小&随着血必净作用时间的延长#

在
#";

6

/

;L

和
!);

6

/

;L

浓度组#

IGMJ:*

表达

无明显差异!

!

$

">")

"$在
)" ;

6

/

;L

浓度组#

IGMJ:*

表达略有上调#但差异无统计学意义!
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图
N

!

同浓度血必净不同作用时间
R:6<Q9

的

相对表达差异
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内毒素是革兰阴性菌细胞壁外膜上的脂多糖成

分#参与临床多种疾病的发生和发展&内毒素进入

机体后#可直接对细胞的生物膜产生毒性#但更为重

要的是通过单核/巨噬细胞介导的细胞毒性作用使

机体产生多种炎症介质#从而影响细胞的代谢#最后

导致细胞死亡#影响脏器功能和屏障功能的完整性&

BLG'

在哺乳动物内分布广泛#主要包括单核巨

噬细胞'中性粒细胞'树突状细胞'肠道上皮细胞以及

内皮细胞等*

)

+

&已知内毒素为
BLG'

的天然配体&

研究发现#

2$E

/

E+)

及
2)%KL

/

#",-2.

小鼠
BLG'

发

生突变#从而对内毒素表现为天然耐受&同样#人为

敲除
BLG'

基因亦可诱导内毒素耐受的产生*

*

+

#说明

BLG'

为内毒素信号转导的关键受体&内毒素进入

机体 后#由 脂 多 糖 结 合 蛋 白 !

<'

5

3

5

3<

R

4$--8$.'#+

?'%#'%

65

.37+'%

#

LKA

"递 呈 至 免 疫 细 胞 膜 上 与

;2T#'

'

BLG'

及
*T:!

相结合&

BLG'

则通过胞内

结构的构象改变#促使下游一系列衔接蛋白与其
BIG

结构结合#由此介导进一步的胞内信号传导*

%

+

!包括

*

R

T&&

依赖途径和
*

R

T&&

非依赖途径"#通过引发

多个酶学级联反应#从而激活转录因子
N!:

.

K

'

MA:#

等转录因子#促使
BN!:

*

'

IL:#

'

IL:*

等基因表达&因

此#

BLG'

结构与功能的完好及必要的表达量是保证

LA,

信号转导完成的关键#反之可能产生耐受&

IGMJ:*

为
IGMJ

/

A+<<+

家族的一员#起源于

单核细胞#结构同
IGMJ#

'

IGMJ!

相似#

N

端为死

亡域#有一中心激酶域#但无激酶活性&

J3?$

R

$48'

等*

&

+研究发现#

IGMJ:*

对
BLG4

介导的信号转导

起负性调节作用#并与内毒素耐受的形成有关&这

一结论也得到后来更多研究的支持*

(,##

+

&研究表

明#

IGMJ:*

可能通过促进
IGMJ:#

'

IGMJ:'

与

*

R

T&&

的结合#并抑制
IGMJ:#

的磷酸化及防止其

与受体复合物分离#进而对
BLG4

介导的信号通路

起抑制作用*

)

+

&

许多国内研究表明#血必净具有拮抗内毒素#减

少内源性炎性介质失控性释放#改善微循环#减轻内

皮细胞损伤的功能&本研究发现#预先给予血必净

不能降低
BEA:#

细胞受内毒素刺激后
BN!:

*

的分

泌#不能诱导内毒素耐受&而进一步对内毒素信号

转导通路中相关调控基因表达的研究表明#只有在

长时间高浓度!

)";

6

/

;L

"血必净的作用下
BLG'

和
IGMJ:* ;GNM

表达才略微有所上调#但这种

浓度却远高于目前临床用于患者的推荐剂量&

综上所述#我们推断血必净体外不能阻断内毒

素刺激的
BEA:#

细胞
BN!:

*

的分泌#不能诱导内

毒素耐受&考虑低'中浓度的血必净可能对内毒素

信号转导无任何影响$而高浓度血必净长时间作用

虽可能上调
BLG'

和
IGMJ:*

基因表达#然而这两

者分别为内毒素信号转导途径的正'负调节因子#最

终未对
BN!:

*

的分泌水平产生影响&

尽管不能诱导内毒素耐受#但血必净能否增强

其他内毒素中和或拮抗剂的疗效#或者能否促进内

毒素清除则有待进一步探讨和研究&
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