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八肽缩胆囊素调节脂多糖诱导 ECV一304细胞 

核转录因子一，cB表达的受体机制研究 

高峰 谷振勇 平静 王杏云 刘霞 徐锦荣 赵丽 闫玉仙 马丽琴 丛斌 凌亦凌 

【摘要】 目的 探讨八肽缩胆囊紊(CCK一8)调节脂多糖 (LPS)诱导血管内皮细胞核转录因子一．cB 

(NF—KB)表达的受体机制。方法 培养人脐静脉内皮细胞株 ECV一304；用溶剂(生理盐水)、LPS、CCK一8、 

CCK受体(CCK—R)非特异性拮抗剂丙谷胺、CCK—A受体(CCK—AR)特异性拮抗剂 CR一1409、CCK B受 

体(CCK—BR)特异性拈抗剂 CR一2945分别或联合刺激ECV一304细胞 l h。用蛋白质免疫印迹法(Western 

blot)榆测NF—JcB p65蛋白表达；用免疫细胞化学技术榆测NF—KB p65蛋白核移位。结果 与溶剂对照组比 

较，LPS可诱导 ECV一304细胞 NF一．cB p65蛋 白核移位，且其表达明显上调；CCK一8可呈剂量依赖性地抑 

制 LPS诱导的核移位及表达上调 ；CCK受体拮抗剂可翻转 CCK一8的上述抑制效应，其中 CR一1409、 

CR一2945、丙谷胺作用依次增强。结论 CCK～AR和 CCK BR参与介导了CCK一8对 LPS诱导ECV一3O4 

细胞 NF—KB表达的抑制作用，其中 CCK—BR的作用比CCK—AR稍强。 

【关键词】 八肽缩胆囊素； 内毒素； 缩胆囊察受体I 核转录因子一．cB 
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Province，．Ŝ~iiazhuang，Hebei，China) 

Corresponding author：Gf，Zhen—yong(Email：zhenyong 88@sohu．corn) 

[Abstract] Objective To elucidate the receptor mechanisms underlying the modulation of lipopolysac— 

charide(LPS)一induced nuclear factor—JcB (NF—JcB)expression in human umbilical vein endothelial eell line 

ECV 一304 cells by cholecvstokinin octapeptide(CCK 一8)．M ethods Human umbilical vein endothelial cell 

line ECV一304 cells were stimulated with vehicle，LPS，CCK一8(1O一。一10一 mol／L)，CCK receptor non— 

specific antagonist proglumide，CCK—A receptor(CCK—AR)specific antagonist CR 一1409 or CCK —B 

receptor(CCK —BR)specific antagonist CR 一2945 singularly or in combination．The NF—JcB p65 protein 

leve1 was determined by W estern blot and immunocytochemistry technique． Results LPS resulted in an 

increase in the up—regulatory expression and nuclear translocation of NF —JcB p65 protein in ECV 304 

compared with vehicle stimulation．CCK 一8 obviously inhibited LPS—induced the changes in NF JcB p65 

protein in a dose—dependent manner．The inhibitory effects of CCK 一8 on NF —JeB p65 protein expression 

were attenuated by proglumide>CR 一2945> CR一1409．Conclusion CCK —AR and CCK —BR are involved 

in the mediation of CCK 一8 inhibitive regulation for LPS—induced NF JcB protein expression in ECV 一304 

cells，whereas the effect of CCK—BR are more than that of CCK AR． 

[Key words] cholecyst0kinin octapeptide； lipopolysaccharide； cholecystokinin octapeptide receptor； 

nuclear factor—KB 

八肽缩胆囊素 (cholecyst0kinin octapeptide， 

CCK一8)是一种神经调节肽，有明显的抗内毒紊休 

克作用n 本实验室的系列研究显示，CCK一8可抑 

制脂多糖(LPS)引起的人脐静脉皿管内皮细胞株 
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ECV一304诱生型一氧化氮合酶(iN0S)表达增高 

及一氧化氮(NO)生成增多姑 ，抑制 LPS诱导牛肺 

动脉内皮细胞 NO生成增多，减少 N0衍生物过氧 

亚硝基阴离子的生成，减轻皿管内皮细胞氧化损伤 

及细胞凋亡。 。CCK受体介导了CCK一8对 I PS诱 

导 iN0S蛋白的上调作用“ ，并发现核转录因子一．cB 

(NF—fcB)可能是 CCK一8抑制 LPS诱导炎症反应 

的中介分子 。新近我们的研究还发现，ECV一304 

细胞存在 CCK—A受体以及 B受体 (CCK—AR， 

CCK—BR)表达(待发表)。但哪种CCK受体亚型参 

与介导 CCK一8对 NF一．cB信号转导通路的调控还 
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不十分清楚。本实验拟利用 CCK受体选择性拮抗剂， 

以人脐静脉内皮细胞株 ECV一304为研究对象，观 

察CCK一8对LPS诱导ECV一304细胞 NF—fcB表 

达影响的变化，探讨 CCK一8作用的受体机制。 

1 材料与方法 

1．1 细胞培养：用含体积分数为 lO％的胎牛血清、 

100 mg／L链霉素组成的RPMI一1640及 lO U／L 

青霉素培养液培养 ECV一304细胞(购自中国典型 

培养物保藏中心，CCTCC，武汉)。培养条件：37℃、 

体积分数为5 的CO 和 95 的o 。用质量分数为 

0．25％的胰蛋白酶消化传代。 

1．2 蛋白质免疫印迹法(Western blot)检测NF—fcB 

p65蛋白表达：待细胞长到每瓶 l×10 个时，换不 

含血清 RPMI一1640培养液，分别用溶剂(生理盐 

水)、CCK一8(sigma，10 mol／L)、LPS(E．Coli．， 

1 mg／L)和 CCK 8(10 ～10 mol／L)+LPS刺 

激 ECV一304细胞约 l h。收集细胞，4℃、1 850×g 

离心 10 min，弃上清，测量压紧后的细胞沉淀体积 

(pressed cell volume，PCV)，用 5倍 PCV 的缓冲 

液A~buffer A，10 mmol／L羟乙基哌嗪乙硫磺酸 

(HEPES)、pH为 7．9，10 mmol／L KC1，l5 mmol／L 

MgC1 ，0．5 mmol／L苯甲基磺酰氟(PMSF)，质量分 

数 为 0．5％ NP一40，0．5 mmol／L二 硫 苏糖 醇 

(DTT)]裂解细胞，4℃、1 850×g离心 i0 min，弃 

上清，细胞沉淀后重悬于 3倍 PCV原液的buffer B 

(成分同 buffer A，但无 NP一40)中，冰浴 10 min， 

4℃、3 000×g离心 15 min沉淀细胞核。测离心后 

压紧的细胞核体积(pressed nuclear volume，PNV)， 

用 2／3 PNV 的 buffer C[2O mmol／L HEPES、pH 

为 7．9，10 mmol／L KCI，15 mmol／L MgC12，体积分 

数 为 2O 的甘 油，0．2 mmol／L 乙二胺 四 乙 酸 

(EDTA)，0．5 mmol／L DTT，0．5 mmol／L PMSF3 

和 1／3 PNV的 buffer D(成分同 buffer C，但 KCl 

为 400 mmol／L)重悬细胞核，冰浴震荡 60 min， 

4℃、15 000×g离心 30 min，收集上清即细胞核蛋 

白。用考马斯亮蓝 G250试剂盒测定蛋白浓度。取 

100 g核蛋白，然后经质量分数为 1O 的十二烷基 

硫酸钠一聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS—PAGE)，转膜， 

封闭，加入兔抗人 NF—fcB p65多克隆抗体(Santa 

Cruz，1；100稀释)，4℃孵育过夜，加入辣根过氧化 

物酶(HRP)标记的羊抗兔 IgG，37℃孵育 1 h，Tris 

缓冲液(TBS)漂洗后，3，3'-二氨基联苯胺(DAB)显 

色，用 Gel—Pro凝胶分析软件进行半定量分析。 

1．3 免疫细胞化学方法检测 NF—fcB p65蛋白表 
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达及核移位：将细胞悬液移入已置入玻片的培养皿 

中，加含 1O 9／5胎牛血清的 RPMI一1640培养 24 h， 

然后换不含胎牛血清的RPMI一1640，分别用溶剂、 

CCK一8(10一 mol／L)、LPS(1 mg／L)、CCK一8+ 

LPS、CCK—AR特异性拮抗剂 CR一1409(Sigma， 

10 mol／L)+CCK一8+I PS、CCK —BR特异性拮 

抗 剂 CR一2945(Sigma，10 mol／L)+CCK 一8+ 

LPS、丙谷胺 (Pro，Sigma，2 mg／I )+CCK一8+LPS 

刺激 ECV一304细胞各 1 h。将贴有细胞的玻片夹 

出，用 0．01 mol／L磷酸盐缓冲液(PBS)洗 2次，各 

5 min；后用体积分数为 95％的乙醇固定 30 min， 

PBS洗 3次，每次 3 min；体积分数为 3％的过氧化 

氢 (H O )作用 10 rain，体积分数为 0．3 的曲通 

(Triton)X一100作用 10 min，体积分数为10 的山 

羊血清封闭 15 min；加兔抗人 NF—fcB p65多抗 

(1：100稀释)，4℃孵育过夜，加 HRP标记的羊抗 

兔 IgG，DAB显色，二甲苯封片；细胞核着棕黄色为 

阳性，用 Gel—Pro凝胶分析软件行半定量分析。 

1．4 统计学处理：采用 SPSS统计软件处理数据。 

结果以均数±标准差(-z±s)表示，组间差异采用单 

因素方差分析(ANoVA)，差异有显著性者用最小 

显著差法(1east significant difference，LSD)进行两 

两比较，P<0．05为差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 CCK一8抑制 LPS诱 导 ECV 304细胞 

NF—fcB p65蛋白表达(图 l，彩色插页图 2)：溶剂 

对照组 ECV一304细胞有NF—fcB p65蛋白少量表 

达。1 mg／L LPS孵育1 h NF—fcB p65蛋白表达明 

显上调，较溶剂对照组差异有显著性(P<O．01)。 

10一。～10一 mol／L CCK 8+LPS孵育，NF—fcB 

p65蛋 白表达较 LPS组显著下降(P均<0．05)； 

CCK一8浓度越大，NF—fcB p65蛋白表达下降越明 

显。CCK一8单独孵育对NF—fcB p65蛋白表达无明 

显影响。 

1：溶剂对照；2：10～ mol／I CCK一8刺激；3：I PS刺激； 

4～6：10-9～1O一 mol／L CCK一8+LPS刺激 

田1 CCK一8抑制 LPS诱导 ECV一304耋田胞 NF—KB p65蛋白裹达 

Figure 1 CCK 一8 Inhibited LPS—induced NF—KB 

protein expression in ECV一304 cells 

2．2 CCK受体介导CCK一8抑制LPS诱导ECV一 

304细胞 NF—fcB p65蛋白核移位(彩色插页图2， 

图 3)：溶剂对照组 ECV一304细胞有少量 NF fcB 
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p65蛋白表达，主要分布于胞浆，胞核中较少。LPS 

组 NF—JoB p65蛋白明显核移位，胞核中表达增加， 

较溶剂对照组差异有显著性(尸<0．01)。CCK一8+ 

LPS组胞核中NF—JoB p65蛋白表达量较LPS组显 

著下降(P<0．01)。CR一1409+CCK 8十I PS和 

CR一2945+CCK一8+LPS两组细胞胞核中均有 

NF—JoB p65蛋 白表达，明显高于 CCK一8+LPS 

组，而低于 I PS组(尸均<0．01)，但 cR一1409+ 

CCK 8+LPS组 NF—JoB p65蛋白表达明显低于 

CR一2945+CCK一8+LPS组 (尸<0．05)。Pro+ 

CCK一8+LPS组 NF—JoB p65蛋白明显核移位，与 

LPS组比较差异无显著性(P>0．05)。CCK 8单独 

作用对 NF—JoB p65蛋白核移位无明显影响。 
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注：与溶剂对照组比较：一P<O．01，与 LPS组比较： 

P<O．O1I与 CCK一8+LPS组比较：△ P<O．01， 

与CR一1409+CCK一8+LPS组比较 P<O．05 

圈 3 CCK受体拮抗剂对 LPS诱导 ECV 304细胞 

NF—KB p65聋白裹达的影响 

Figure 3 Effects of CCK receptor antagonist OO 

LPS——induced NF 。gB expression in ECV ——304 cells 

3 讨 论 

NF—KB参与调控 iNOS及多种炎性细胞因子 

的基因转录 。NF—KB是主要由p50和p65两个亚 

基形成的异源二聚体，静息细胞内，p65亚基与抑制 

性亚基 I—KB结合，形成无活性的 NF—KB—I—KB 

复合体。分布于胞浆中。当细胞受到 LPS等促炎因 

子刺激后，NF—KB与 I一 解离，NF—JoB被激活， 

移位于细胞核并且与 DNA特异序列结合，参与免 

疫和炎症相关基因的转录调控，因此，NF—JoB与脓 

毒症关系密切H 。本实验结果显示，溶剂对照组 

ECV一304的 NF—KB p65蛋白表达量较少且分布 

于胞浆；LPS孵育 1 h后 NF—KB p65蛋白明显增 

加，并且出现明显核移位，这与 NF—KB蛋白存在基 

础表达相一致，说明 LPS激活了 ECV一304细胞 

NF—KB信号转导通路；结果还显示，CCK一8可呈 

剂量依赖性地抑制I PS诱导 NF—KB p65蛋白表达 

及核移位，表明 CCK一8可抑制性调节 LPS诱导 

ECV一304细胞的NF—KB信号转导通路。本室以往 

的研究结果显示，CcK一8对内毒素血症大鼠肺组 

织或I PS处理的肺间质巨噬细胞 NF—KB活性增 

高均有抑制作用，并能减轻肺组织病理变化、减少巨 

噬细胞表达促炎细胞因子 。提示 CCK一8对 LPS 

诱导的多种类型细胞 NF—JoB信号转导通路均有抑 

制性调节效应，这可能是CCK一8发挥抗炎效应的 

机制之一。目前，CCK抑制 LPS诱导 NF—KB表达 

的上游机制并不清楚。有报道，CCK一8可抑制 LPS 

诱导巨噬细胞 CD14表达和 Toll样受体 4(TLR4) 

表达“ ，也可通过 G蛋 白一cAMP一蛋 白激酶 A 

(PKA)途经及抑制蛋白激酶C(PKC)活性而抑制巨 

噬细胞 NF KB活性n̈ 。 

CCK受体属于G蛋白耦联受体，存在 7个跨膜 

域，根据其对内源性 CCK一8和胃泌素亲合力不同， 

可将 CCK受体分为 CCK—AR和 CCK—BR两 

型 。CCK受体在外周血管系统亦有分布。我们用 

逆转录一聚合酶链反应(RT—PCR)技术研究证实， 

ECV一304细胞存在 CCK—AR和 CCK—BR的 

mRNA表达。本实验中用 CCK受体非特异性拮抗 

剂 Pro与 CCK 8、LPS共同处理 ECV一304细胞 

后细胞核 NF—KB p65蛋白表达较 CCK一8+LPS 

组明显增加，而与 LPS组比较差异无显著性，表明 

Pro可翻转 CCK一8对 LPS诱导 ECV一304细胞 

NF KB p65蛋白表达的抑制作用，提示CCK一8对 

NF一．cB信号转导通路的抑制性调节效应可能是通 

过CCK受体来实现的。为进一步揭示CCK受体的 

具体类型，本实验中采用 CCK—AR特异性拮抗剂 

CR一1409和CCK—BR特异性拮抗剂CR一2945，分 

别与CCK一8和LPS共同孵育ECV一304细胞。结果 

显示，应用CR一1409后，细胞核中NF—KB p65蛋白 

表达量较CCK一8+LPS组升高了 29．26 ，但仍明 

显低于I PS组，提示CR一1409部分阻断了CCK一8 

与其受体的结合，部分逆转了CCK—sx~LPS的抑 

制效应，说明CCK—AR参与了NF—JoB信号通路的 

调节。预先给予CR一2945处理以后，NF—JoB p65蛋 

白表达量与CCK一8+LPS组比较升高 43．17 ，也 

明显高 于CR一1409+LPS+CCK 一8组，提 示 

CR一2945也可部分阻断CCK一8与其受体结合，说 

明CCK—BR同样参与了NF—KB信号通路中的调 

节 ，作用强于CCK—AR。 
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阻塞性黄疸的CT诊断及临床价值 

崔志军 

【关键词】 黄疸，阻塞性I CT； 诊断 

CT是诊断阻塞性黄疽的一种重要 

方法，能判断梗阻部位和梗阻原因，显示 

邻近组织结构形态变化，对治疗方法的 

选择和预后作出估计，提供更多信息。 

1 临床资料 

1．i 病例：选择 2004年一2005年经 

CT确诊的 42例阻塞性黄疸患者，其中 

28例行增强检查。男 24例 ，女 18例 1年 

龄 34~84岁，平均 54岁I黄疸出现的时 

间为 1周～2个月 胰头癌 15例，壶腹 

癌 7例，肝门部胆管癌 9例(包括 2例肝 

内胆管癌)，胆总管结石 11例，其中 2例 

下端结石并发胰腺炎。 

1．2 CT表现：15例胰头癌均见肝 内、 

外胆管扩张，胆总管在胰头或钩突部突 

然中断或消失，胰头见软组织块影，其中 

5例见肠系膜上静脉、上动脉受侵犯 ，后 

腹膜淋巴结肿大，3例见肝脏转移I 7例 

壶腹癌均见胆总管扩张，直至钩突部 ，胰 

头不大 }7例肝门部胆管癌见肝内胆管 

扩张，其中 4例可见肝门部肿块影}2例 

左肝管癌见肝左叶胆管扩张I 11例胆总 
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管结石见全胆管扩张，胆总管内见结石 

影。可见，无论梗阻部位高低，肝内胆管 

均表现为扩张 若合并肝硬化或特发性 

胆管炎时，肝内胆管可因管壁周 围纤维 

化的限制而无扩张 正常 CT见不到肝 

内胆管影，扩张的左肝内胆管表现为长 

管状低密度影，扩张的右肝内胆管呈右 

叶内圆形或类圆形低密度影 当胆总管 

直径大于 l0 mm时为扩张，CT表现为 

从肝门到胰头后方的圆形低密度影。 

2 讨 论 

2．1 判断梗阻部位 ；CT依据胆管扩张 

的范围来确定梗阻水平或部位。高位梗 

阻见肝内胆管扩张，胆总管不扩张。低位 

梗阻的关键性 CT征象是胆总管扩张， 

伴或不伴胆囊扩张和肝内胆管扩张，也 

可表现为胆总管扩张、胆囊扩张、肝内胆 

管不扩张等。低位恶性梗阻胆囊多扩张， 

但高位胆囊或胆管癌所致肝门梗阻也可 

见胆囊扩张 胰管扩张是梗阻位于胰头 

水平以下的可靠征象 ，有时出现“双管 

征”，胰头水平以上梗阻无此征象，但要 

注意慢性胰腺炎时也可出现胰管扩张。 

2．2 判断梗阻原因：不同病变有累及不 

同部位的倾向。在判断阻塞性黄疽梗阻 
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原因时，应强调分析梗阻部位。低位梗阻 

以胰头癌、壶腹癌、胆总管癌、胆总管结 

石等多见。高位梗阻以肝门部胆管癌、胆 

囊癌、邻近肝 门的肝癌和转移性肝门淋 

巴结肿大多见。恶性阻塞的可靠征象是 

扩张的胆总管突然中断，伴或不伴肿块 

胰头(钩突部)癌所致低位胆管阻塞在出 

现肿块时诊断较容易 扩张的胆总管在 

胰头或钩突部突然中断变形时，说明梗 

阻水平在胰头或钩突部，可能是早期胰 

头癌的惟一征象。壶腹癌所致低位胆总 

管梗阻，胰头不大。扩张的胆总管直达钩 

突部，并保持圆形，也可表现为扩张的胆 

总管突然中断。胆总管结石嵌顿所致低 

位梗阻，胆总管内可见结石影，扩张的胆 

总管 自上而下逐渐变小，用适当的图像 

技术处理有利于发现结石。肝内胆管癌 

所致高位梗阻，由于发生部位不同，肝内 

胆管扩张范围各异，肝门部总胆管癌引 

起全部肝内胆管扩张，左肝管癌和右肝 

管癌则分别引起相应部位肝内胆管扩 

张，肝癌、胆囊癌、肝门部淋巴结肿大和 

肝总管结石也可引起高位梗阻。 
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