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己酮可可碱对内毒素诱导大鼠心肌细胞 

细胞间黏附分子一1表达的影响及其机制 

顾建军 孙华 

【摘要】 目的 观察己酮可可碱(PTX)对内毒素(I PS)诱导大鼠心肌细胞问黏附分子一1(ICAM一1)表 

达的影响，探讨 PTX对心肌的保护作用及其机制。方法 将培养的心肌细胞分为 3组 ：空白对照组、l Ps损伤 

组和药物保护组。空白对照组心肌细胞不予任何处理。I Ps组心肌细胞中一部分用 100 g／I LPS刺激 2、4、 

6和8 h，另一部分用 10、50和 100 g／I LPS刺激 6 h．采用酶联免疫吸附法(EI ISA)检测心肌细胞ICAM 一1 

的表达·免疫细胞化学法检测核转录因子一KB(NF一 B)p65的表达 ，蛋白质免疫印迹法(Western blot)检测 

NF—JeB抑制蛋白 n(IJcB—a)表达；并观察 I Ps处理前加入 5o、100、200 mg／I PTX对心肌细胞 ICAM 1表 

达的影响。结果 心肌细胞 ICAM一1表达与 LPS刺激呈时相一剂量依赖方式；LPS刺激可迅速活化 NF xB 

p65，于 1 h时达高峰；IKB—a表达先降低后升高；加入 PTX后大鼠心肌细胞 ICAM 一1、NF—KB p65表达下 

降，kB 升高。结论 PTX可通过抑制 ICAM 一1上游 NF—KB途径对 I Ps造成的心肌损伤起保护作用。 

【关键词】 内毒索； 心肌细胞； 细胞间黏附分子一1{ 核转录因子一 B； 己酮可可碱 

Effects and mechanism of pentoxifylline on the expression of intercellular adhension molecule—l in the rat 

cardiac myocytes after Iip0poIysaccharide challenge GU lian—jun，SUN Hua．Department of Intensive 

Care Unit，The Second AfJt'liated Hospital of Nantong University，Nantong 226001，．1iangsu，China 

【Abstract 1 Objective To investigate the effects of pentoxifylline(PTX)on the expression of 

intercellular adhesion molecule一 1 (ICAM 一1)of rat cardiac myocytes after Iip0p0lvsaccharide (LPS) 

challenge in vitro。and to evaluate the protective effect of PTX on cardiac myocytes and its mechanism． 

Methods Cultured cardiac myocytes were randomly divided into three groups：control group，LPS group 

and PTX protection group． No drug was given in the control group． In LPS group．a part of cardiac 

myocytes were stimulated with 100／~g／I of LPS for 2，4，6，8 hours，respectively，and the others were 

stimulated with 10，50， 100 g／L LPS，respectively，for 6 hours． Expression of ICAM 一 1，nuclear 

factor—KB (NF—JcB)p65 and NF—JcB inhibitor—Q(IKB—q)in cardiac myocytes was respectively measured 

with enzyme—linked immunoadsorbent assay (ELISA )．immunohistochemistry，and W estern blot． The 

expression of ICAM 一1 in cardiac myocyte was also determined after the addition of 50．100，200 nag／I of 

PTX before LPS challenge．Results The intensity of expression of ICAM 一1 was highly dependent on the 

stimulation of I PS in dose depending and time—depending manner．The stimulation quickly resulted in 

activation of NF—KB p65 to translocate into nuclei．This process peaked at 1 hours and then declined．The 

expression of IKB—q was depressed at first．then elevated．With the addition of PTX，the expression of 

ICAM 一1 and NF KB p65 was depressed．and the expression of IKB a was elevated．Conclusion PTX may 

have a protective effect on the cardiac myocytes against LPS injury through inhibiting the pathway of 

NF—KB。which regulates the production of ICAM 一1． 

【Key words】 “p0polysaccharide； cardiac myocyte； intercellular adhesion molecule一1； nuclear 

factor～KB： pentoxifylline 

内毒素即脂多糖(I PS)，是革兰阴性菌细胞壁 

的主要成分，是脓毒症的触发因素及引起休克和炎 

症反应的关键介质之一，常引发全身炎症反应并可 

导致多器官功能障碍综合征(M0DS)，使心脏受累、 

心功能受损⋯。细胞问黏附分子一1(intercellular 

adhesion molecule一1，ICAM 一1)参与中性粒细胞 

黏附心肌细胞释放细胞毒过程，在心肌细胞坏死过 
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程中起关键作用 。LPS和一些细胞因子如肿瘤坏 

死因子一d(TNF—Q)、了一干扰素(IFN 了)、胰岛素 

样生长因子 1(IGF一1)、白细胞介素一1(IL一1)、 

II 一6等可促进心肌细胞 ICAM 一1表达增加 。己 

酮可可碱(pentoxifylline，PTX)是甲基黄嘌呤衍化 

物，作为血管扩张剂曾用于治疗血管性疾病。近年来 

研究发现，PTX具有选择性抗炎作用，对脓毒症机 

体产生有益的保护作用“ 。本研究中采用大鼠心肌 

细胞体外培养技术，观察 PTX对 LPS刺激大鼠心 

肌细胞 1CAM 一1表达的影响，探讨 PTX对心肌损 

害的保护作用及其机制。 
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1 材料与方法 

1．1 试剂与仪器：LPS、胰蛋 白酶(Sigma公司)， 

Dulbeeeo改良Eagle培养基(DMEM，GIBCO公司)， 

新生胎牛血清(FCS，杭州四季青公司)，ICAM 一1 

酶联免疫吸附(ELISA)试剂盒(武汉博士德公司)， 

兔抗大鼠核转录因子 ~B(NF一~B)p65、NF—fcB抑 

制蛋白一a(IfcB—a)多克隆抗体(Santa Cruz)，链霉 

卵白素过氧化物酶(SP)免疫组化试剂盒(北京中杉 

公司)；酶联免疫仪 Model 450、垂直电泳槽、电转移 

槽(BIO RAD)。 

1．2 心肌细胞原代培养：新生 1～3 d的SD大鼠 

(南通大学实验动物中心提供)，消毒后开胸，取左 

室，用预冷的Hank液冲洗 3次，左室剪碎成1 mm。 

左右小块，加入质量分数为 0．125 的胰蛋白酶，置 

于 37 C水浴箱中消化，每次 10 rain。第 1、2次消化 

后弃上清，第 3次上清转至加有体积分数为 10 

FCS的DMEM 离心管内，余下的组织块加入胰蛋 

白酶继续消化，直至组织块消化完全，l 000 r／min 

离心10 min，滤网过滤后接种于培养瓶中，37℃、 

体积分数为5 的 CO 培养箱 中放置 2 h，差速贴 

壁。孵育后，收集细胞悬液，细胞计数后将密度调整 

为(5～6)×10 ／L在 24孔培养板上每孔接种细胞 

悬液 1 ml，加入 5一溴脱氧尿核苷(Brdu)，终浓度为 

0．1 mmol／I 。 

1．3 心肌细胞分组及处理：将心肌细胞分为空白对 

照组，LPS损伤组和药物保护组 3组。I PS组心肌 

细胞换用无血清培养基 24 h后，以 LPS i00／~g／L 

刺激心肌细胞 0(即空白对照组)、2、4、6和 8 h，观察 

ICAM 1表达。分别以LPS 0(即空白对照组)、10、 

5O和 100 t~g／L刺激心肌细胞 6 h，观察 ICAM 1 

表达。根据检测指标选择 LPS致伤心肌细胞的最佳 

时间和剂量；再以 LPS 100 t~g／I 作用细胞 0、1、2、 

4、6和8 h，LPS 0、10、50和 100／~g／L作用细胞1 h。 

根据 NF—KB p65、IfcB—a结果选择 LPS致伤心肌 

细胞的NF— B P65、IfcB—a最佳时间和剂量。药物 

保护组于 LPS处 理前加入 5O、100和200 mg／I 

PTX预处理 3 min后，再以 100 tLg／L LPS刺激至 

6 h。每组 6孔。 

1．4 检测指标及方法 

1．4．1 ICAM 一1含量：各组加入 LPS后，取培养 

上清用 ELISA法测定 ICAM 一1含量，在酶标仪上 

波长 450 am处测定吸光度(一)值。 

1．4．2 NF—IcB p65的表达：染色方法及操作按 

SP试剂盒说明书要求，3，3 二氨基联苯胺(DAB) 

显色，封片，镜检。在光镜下初步观察后，每张切片于 

100倍镜下随机选取 5个 视野，测量阳性 细胞所 占 

比例(阳性率)。NF fcB p65阳性细胞以细胞核染色 

为主，细胞质也有染色，呈棕黄色，并可见到棕黄色 

颗粒沉积。 

1．4．3 心肌细胞 I B a蛋白含量：采用蛋白质免 

疫印迹法(Western blot)。心肌细胞蛋白质含量经 

改良的Lowry法测定，每孔 5O g，然后用质量分数 

为 10 的十二烷基硫酸钠一聚丙烯酰胺凝胶电泳 

(SDS—PAGE)，电泳完毕后将 PAGE胶取下，剪一 

张与分离胶大小一致的聚偏氟乙烯(PVDF)膜，用 

全湿法转膜，然后用质量分数为 5 9／5的脱脂奶粉室 

温封闭 2 h；一抗为 l：lO0兔抗 IxB a多克隆抗 

体，室温振荡 2 h，4 C过夜；二抗为 1：l 000生物 

素标记的羊抗兔 IgG，室温振荡 2 h，洗净后加化学 

发光试剂(ECI )约 5 min，胶片曝光、显影、定影。 

1．5 统计学处理：采用 State 7．0软件进行统计分 

析 计量数据以均数±标准差(z± )表示，用t检验 

和方差分析，P％0．05为差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 PTX对 LPS诱导心肌细胞 ICAM一1表达的 

影响：心肌细胞静止时仅表达微量 ICAM 一1，加入 

LPS后能明显诱导 ICAM 一1表达，且呈时间一剂量 

依赖关系。与空白对照组比较，给予 100 ug／L LPS 

刺激 2 h后，ICAM一1表达已开始升高，刺激 6 h和 

8 h后升高更加明显，差异有显著性(尸均<0．01， 

图 1)。刺激 6 h时，5O和 i00／Lg／I LPS诱导心肌细 

胞 ICAM 一1表达非常显著(尸均<0．O1，图2)。与 

LPS(100／~g／I )损伤组比较，药物保护组 PTX 50、 

1 00和 200 mg／L均明显抑制心肌细胞ICAM 一1表 

达 (P均d0．01，图 3)。 
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图 1 100 lag／L LPS诱导不同时间心肌细胞ICAM一1衰达的变化 

Figure 1 Changes of ICAM 一1 in myocyte at different time 

induced by i00 ug／L of LPS 
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豳 2 不同荆■ LPS刺激 6 h心肌细胞 ICAM一1裹达的变化 

Figure 2 Changes of ICAM 一1 in myocyte at 6 hours Induced 

by different dosage of LPS 
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注 ：1为 LPS 0 g／I ；2为 LPS 100 p．g／Ll 3为 LPS 

100／~g／L+PTX 50 mg／L；4为 LPS 100 g／L+PTX 100 mg／I l 

5为 LPS 100 g／L+PTX 200 mg／I ；与 LPS 0 g／L 

比较： P<O．01I与 LPS 100／~g／I 比较：Ap<0．01 

豳3 PTX对 100 pg／L LPS诱导心肌细胞 ICAM一1裹达的影响 

Figure 3 Effect of PTX OI1ICAM 一1 inmyocyte 

induced by 100 pg／L of PTX 

2．2 PTX对 LPS诱导心肌细胞 NF—KB p65表达 

的影响：心肌细胞静止时几乎无 NF— B p65表达， 

加 LPS后能明显诱导其表达，与空白对照组比较， 

5O和 100 ttg／L LPS刺激 1 h NF—KB p65表达达高 

峰(尸<0．01)，后逐渐回落，但仍维持着一定水平 

(彩色插页图 4，图 5)；加 PTX后 NF KB p65表达 

明显受抑制(P<O．01，彩色插页图 6)。 

2．3 PTX对 LPS诱导心肌细胞 boB a表达的影 

响(图 7)：与 LPS诱导心肌细胞 NF—KB p65表达 

相反，加入 LPS后 1 h心肌细胞 boB—a表达受抑制 

最明显(尸<O．01)，4 h后逐渐回升。加入 PTX后 

1 h心肌细胞 boB—a表达显著上升(P均<O．01)。 

3 讨 论 

脓毒症(sepsis)是由严重感染引起的全身炎症 

反应综合征(SIRS)，有细菌存在或有高度可疑感染 

病灶者易发展为脓毒性休克和 M0Ds。近年来，脓 
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注：1为 LPS 0,g／I ；2为LPS100 g／L；3为l PS 

i00~．g／L+PTX 50 mg／LI4为 LPS 100,ug／I +PTX 100 mg／Ll 

5为 LPS 100~g／L+PTX 200 mg／LI与 I PS 0 g／L 

比较： P<O．01l与 LPS 100 g／IJ比较：Ap<o．O1 

田7 PTX对LPS刺激 1 h诱导心肌细胞 lgB—q裹达的影响 

Figure 7 Effects of PTX Oil IgB—a expression in myocytes 

at 1 hour induced by LPS 

毒症的研究多集中在 LPS对机体肝、肺、肾组织损 

伤方面，而对心肌损伤的研究却不多。新近研究表 

明，心脏也是一个生成炎性介质的潜在场所明 ，心 

脏移植、体外循环等因素可诱发机体 LPS水平升 

高，引发心肌炎症反应，治疗不及时可致类似心力衰 

竭症状，甚至会恶化为心源性恶病质。因此，有必要 

深入研究脓毒症对心肌的影响及有效干预措施。 

ICAM 一1为相对分子质量76 000 114 000的 

细胞表面黏附分子，属免疫球蛋白超基因家族的单 

链跨膜糖蛋白。ICAM一1分布十分广泛，包括各种 

上皮细胞、血管内皮细胞、心肌细胞、成纤维细胞、单 

核细胞和淋巴细胞等，在血管内皮细胞表达最强。正 

常动物体内心肌细胞 ICAM 一1呈极低的表达卯 。 

ICAM一1与一系列炎症性疾病状态如烧伤性休克、 

感染性休克及其所引发的 M0DS有关，其表达受 

IL一1p、TNF-a、IFN一7等炎症介质以及应激反应 

和过氧化氢 (H。O。)等调节，在 LPS和 TNF—a、 

IFN一7等细胞因子作用下，心肌细胞 ICAM 一1表 

达增加 。ICAM一1的调控涉及细胞内蛋白激酶C 

(PKC)、丝裂素活化蛋白激酶(MAPK)以及Janus 

酪氨酸蛋 白激 酶／信 号转导 和基 因转录激 活子 

(JAK／STAT)等信号转导通路。调控ICAM 一1表 

达的转录因子包括激活蛋白一1(AP一1)、NF—KB、 

CAAT／增强子结合蛋白(C／EBP)和表达序列标签 

(Ets)，STAT和 Spl。如此众多的信号转导通路和 
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转录因子参与 ICAM一1表达，显示出 ICAM 一1基 

因调控的复杂性。 

NF一 B是参与炎症、免疫、氧化应激反应时 

重要的核转录因子，也调控大多数导致炎症反应失 

控及免疫功能紊乱的细胞因子和炎症介质的生成， 

因此，在脓毒症的发生中起着关键作用∞ 。细胞在静 

息状态下，NF一 B以无活性的潜在状态存在于细 

胞浆中，它与一种抑制因子结合，组成异源二聚体 

p50一p65一IJcB—a或 IJcB一口。三聚体中 IJcB类抑制 

因子的存在可以阻碍 p50一p65复合物的二聚体化 

和使 NF一 B活性丧失。当细胞受到 TNF—a、 

IL-1、I PS等刺激以后，boB即从三聚体中解离出 

来，暴露出 p50亚基上的移位信号和 p65亚基上的 

DNA结合位点，使 NF一 B激活，转移进入细胞核 

内，与 DNA链上的特异部位结合，进而启动基因转 

录“ 。NF— B活化后能调控一系列基因表达，如黏 

附分子家族 的ICAM一1、血管细胞黏 附分 子一1 

(VCAM 一1)，前炎症细胞因子 TNF—a、II 一1口，化 

学趋化因子单核细胞趋化蛋白一1(MCP 1)、II 一8， 

及一些受体分子如 II 一2受体、T细胞受体 a链和 

p链等⋯ 。这些物质都能直接或者间接作用于微 

血管内皮细胞、血细胞或是介导在其问相互作用， 

从而导致微循环障碍以及内皮及组织损伤。抑制 

NF一 B的活化对心肌可起保护作用 乳” 。 

本研究中采用 EI ISA法检测了LPS刺激对心 

肌细胞 ICAM一1表达的影响。，结果显示，lOO／~g／I 

LPS刺激 6 h心肌细胞 ICAM—l升高非常显著；而 

1 h NF— B活化就达高峰，此后逐渐回落，但仍维 

持一定水平；IJcB—a 1 h达低峰，4 h后逐渐回升。说 

明 LPS刺激靶细胞后，靶细胞经细胞内信号转导， 

激活IJcB激酶(IKK)，进而使IJcB—a磷酸化降解，导 

致 NF一，cB活化，由胞浆进入细胞核启动 ICAM—l 

等炎性介质及促炎症因子的转录、合成和分泌增加， 

从而介导心肌炎症损伤。 

PTX是一种非选择性磷酸二酯酶抑制剂，能阻 

断cAMP转变为AMP，使细胞内cAMP和ATP浓 

度升高。有人发现PTX有显著抗炎、抗免疫作用，对 

内毒素血症机体产生有益的保护作用，可阻止 LPS 

引起的发热，显著提高动物存活率““ 。研究证实， 

PTX能通过抑制TNF— 表达而抑制 ICAM 一1表 

达，影响炎症细胞迁移，故有可能减轻心肌损害，改 

善脓毒症过程中的心肌功能变化n明。本研究中证 

实，PTX能抑制 LPS诱导的 ICAM 1和 NF—KB 

活化，从而起到抗炎作用，其机制可能是通过抑制细 

胞内磷酸酯酶活性，引起 cAMP浓度升高，从而在 

转录水平上抑制细胞内 ICAM 一1过度生成，达到 

对 I PS损伤大鼠心肌细胞的保护作用。 
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脓毒症早期大鼠肾脏细胞凋亡及炎症细胞因子的变化 

(正文见 J页 
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Figure 3 Apoptosis cellininju rygroup Figu re 4 Pathological change f renaltissueintnlury gtPup 
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八肽缩胆囊素对脂多糖诱导血管内皮细胞诱生型一氧化氨合酶 

表达变化 的抑制作用 (正文见 顺 

．， 

。  

．

． 

· 

tll 

一

．

’  

-

． 

-

‘  

．

‘ 

．

． 

： -． - 。 - ’ 工 ’_I 

^ ‘
． ． 

一  I ’．f-c 

多器官功能障碍综合征患者外周血单个核细胞凋亡的研究 
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围1 电镀下PBMCs(醋融铀一丰衄椿吐铅) 

Figu re1 PBMCs underelelronmic roscope 
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舶2 荧光显搬镀下PBMCs(AO—EB．x 400) 

Figure2 PBMCs underfluorescencemicroscope 

_AO—EB x 4001 

己酮可可碱对内毒素诱导大鼠心肌细胞细胞间黏附分子一1 

表达的影晌及其机制 (．E文见I⋯ 

圈4 空白对厢组NF—KB p65表达 

(DAB．×200】 
Figu re 4 Expression of NF—K B p65 

InmyocytesIn blackconlrol group 
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Figu re 5 Expression of NF—K B p65 In myocytes Figure 6 Expression of NF—K B p65 in 
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