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八肽缩胆囊素对脂多糖诱导血管内皮细胞 

诱生型一氧化氮合酶表达变化的抑制作用 

闫骏 谷振 勇 王杏云 刘森 徐 小虎 丛斌 凌亦凌 

【摘要】 目的 探讨八肽缩胆囊素(CCK一8)对脂多糖(LPS)诱导血管内皮细胞诱生型一氧化氯合酶 

(iNOS)表达变化的影响。方法 培养人脐静脉内皮细胞株 ECV一304细胞，用 0．01、0．1和 1 mg／I LPS处理 

2～24 h，用生理盐水、10 mol／L CCK一8和 0．1 mg／I LPS+10_。。、1O 、10 mol／I CCK一8处理 16 h；用 

比色法检测培养液中一氧化氮(NO)含量、细胞 NOS活性，免疫细胞化学及蛋白质免疫印迹法检测 iNOS蛋 

白表达。结果 与生理盐水处理的对照组比较 ，I Ps诱导培养液 NO含量增多、细胞 NOS活性增高、iNOS蛋 

白表达上调 ；CCK一8剂量依赣性抑制 I PS的上述效应。而单独作用对iNOS蛋白表达、NOS活性和NO含量 

均无明显影响。结论 CCK 8可以明显抑制 I PS引起 ECV一304细胞 iNOS蛋白表达上调·减少 NO生成。 
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【Abstract】 Objective Fo investigate the effect of cholecystokinin octapeptide (CCK ～8)on 

1ipopo1ysaccharide(LPS)一elicited inducible nitric oxide synthase (iNOS)expression in vascular endothelia1 

cells．M ethods Human umbilica1 vein endothelial celIIine (ECV 一304 cells)was stimulated with vehicle 

(normal saline)or LPS in the presence (0．01，0．1，1 mg／I )or absence (O．1 mg／I )of CCK 一8 

(10一 一10一 mo1／L)．Nitric oxide (NO)level and cellular nitric oxide synthase (NOS)activity were 

determined with spectrophotometrically． The iNOS expression was detected with imnmnocytochemica1 

technique and Western blot． Results Compared with norma1 saline， I PS significantly induced the 

upregulation of iNOS protein expression in the cultured ECV 一304 cells·and NOS activity in ECV 一304 cells 

and NO 1eve1 in cultured media were increased．CCK 一8 obviously inhibited above mentioned effect of LPS 

in a dose—dependent manner．Whereas CCK 8 alone did not showed effect on iN0S protein expression，NO 

1eve1 and cellular NOS activity as compared with those values when vehicle was used．Conclusion CCK 一8 

inhibite LPS—elicited iN0S expression and NO production in ECV 304 cells． 

[Key words】 cho1ecystokinin octapeptide； hpopo1ysaccharide； nitric oxide synthase； vascular 

endothe】ia】eel1 

研究发现，血管内皮细胞不仅构成血管的机械 

性保护屏障，还可合成多种血管活性物质如一氧化 

氮(N0)，调节血管的张力和反应性变化“ 。已经证 

实，NO是内皮衍生舒血管因子(EDRF)的主要化学 

物质，一氧化氮合酶(NOS)是 NO生成的限速酶。 
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在生理条件下，内皮细胞主要存在内皮型一氧化氮 

合酶(eN0S)，N0生成量较少，主要发挥调节血管 

张力、防止血小板黏附等生理功能；而当内毒素脂多 

糖(LPS)及促炎细胞因子等刺激血管内皮细胞时， 

可诱导血管内皮细胞诱生型～氧化氮合酶(iNOS) 

表达上调，NO生成量明显增多。过量生成的NO及 

其衍生物过氧亚硝基阴离子均具有细胞毒效应，可 

导致细胞损伤。在内毒素休克发病过程中，血管内皮 

细胞 N0的生成、释放及其生物学效应异常是血管 

内皮细胞损伤和内皮功能异常的关键环节心 。保护 

血管内皮已经成为治疗休克的重要途径。 

八肽缩胆囊素(CCK一8)是一种分布广泛的神 

经调节肽，具有抗休克、缓解内毒素休克血管动力学 
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紊乱和细胞保护作用 。我们以往研究发现，CCK一8 

对内毒素休克时肺循环和体循环血管或内毒素处理 

离体血管的张力和反应性变化具有明显的调节作 

用，可改善 NO介导的血管内皮依赖性舒张反应降 

低⋯，抑制 LPS诱导的肺动脉内皮细胞凋亡，减少 

NO衍生的强效氧化剂和硝基化因子过氧亚硝基阴 

离子的生成 ，提示 CCK一8的作用可能与其改变 

血管内皮细胞的 N0生成、释放或生物学效应有关。 

迄今为止，CCK 8对血管内皮细胞 N0生成变化 

及 NOS的影响尚未见报道 本实验中在细胞水平 

观察 CCK一8对 LPS诱导人脐静脉内皮细胞株 

ECV一304细胞iNOS变化的调节作用，探~~CCK一8 

缓解内毒素休克血管动力学紊乱、减轻血管内皮依 

赖性舒张反应降低的分子机制。 

1 材料与方法 

1．1 药品及试剂：CCK 8和I PS为 Sigma产品； 

细胞培养液 RPMI l640为 GIBC0一BRI 产品； 

N()和NOS试剂盒为南京建成生物公司产品；兔抗 

人iN()S多克隆抗体(一抗)为美国Santa Cruz公司 

生产；辣根过氧化物酶(HRP)标记的山羊抗兔 IgG 

(二抗)为美国Vector公司生产；免疫组化试剂盒和 

3，3L二氨基联苯胺(I)AB)显色试剂盒均为北京中 

山生物公司生产；其他试剂均为国产分析纯。 

1．2 细胞培养及预处理：人脐静脉内皮细胞株 

ECV一304细胞购自武汉大学动植物特殊菌种保藏 

中心。细胞复苏之后，用 RPMI一1640完全培养液 

(含体积分数为 1O 的胎牛血清、1O0 kU／I 青霉 

素、i00 kU／L链霉素)将细胞数调为 1×1o ／I 。接 

种于 25 ml培养瓶中，在 37 C、体积分数为 5 的 

CO。和 95 9／5的0。条件下培养，3 d传代 1次。 

细胞传代后 36～48 h，当细胞长至培养瓶的 

8O 9／i～9O 时开始给予刺激因素。细胞分为 4组： 

(D溶剂对照组(对照组)：培养液中加入生理盐水； 

②I PS组：培养液中加入终浓度分别为 0．Ol、0．1和 

1 mg／L的 I PS；③CCK一8组：培养液中加入终浓 

度为 10 mol／L的CCK一8；④I PS+CCK一8组： 

在培养液中同时加入终浓度分别为 1O～ 、1O 和 

10～ mol／i 的 CCK一8和 0．1 mg／I 的 I PS。LPS 

组动态观察 2～24 h，其余各组观察 16 h，每个时间 

点 4个复孔。 

1．3 细胞培养上清的收集及细胞匀浆制备：将细胞 

培养液以 850×g离心 3 min，收集上清于试管中， 

置于一70 C超低温冰箱中冻存备用；收集细胞，以细 

胞裂解液[O．1 mmol／I Tris—HC1缓冲液，pH 7．4， 
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0．1 mmol／L乙二胺 四乙酸 (EDTA)，0．5 mmol／i 

二硫 苏糖 醇(DTT)，0．1 mmol／I 乙二醇 四乙酸酯 

(EGTA)，1／lmol／I 抑 胃肽 A，1 mmol／I 苯甲基磺 

酰氟(PMSF)，2／lmol／I 亮抑胃蛋白酶肽]裂解细 

胞，冰浴中超声破碎细胞，于 4 C、20 000×g离心 

60 rain，上清为细胞匀浆，细胞匀浆蛋白含量用考马 

斯亮蓝法检测。 

1．4 观察指标 

1．4．1 细胞 N0S活性及上清 N0含量检测：采用 

试剂盒检测，操作按说明书进行。NOS活性以每克 

蛋 白中N0S活性(kU／g)表示，NO含量以 N0的 

代谢产物 N() ／NO；-表示。 

1．4．2 免疫细胞化学检测 iNOS蛋白表达：按照免 

疫组化试剂盒说明书操作。ECV 304细胞于盖玻 

片上贴壁生长，加入前述药物处理细胞。用体积分数 

为 95 9／i的乙醇固定 30 rain，体积分数为 3 的过氧 

化氢(H。O )室温孵育细胞爬片 10 rain，以消除内源 

性过氧化物酶活性。蒸馏水冲洗，0．01 mol／I 磷酸 

盐缓冲液(PBS，pH 7．4)洗 5 min。正常血清工作液 

孵育细胞爬片 15 min，以减少非特异性染色，然后 

倾去液体、勿洗。滴加用 0．01 mol／I PBS(pH 7．4) 

1：100稀释的一抗，4 C过夜。0．01 mol／I PBS 

(pH 7．4)洗3次，每次 3 rain。滴加生物素标记的二 

抗，37℃孵育 15 rain，0．01 mol／I PBS(pH 7．4)洗 

3次，每次 3 min。滴加HRP标记的链霉卵白素工作 

液 ，37 C孵育 15 min。0．01 mol／I PBS(pH 7．4) 

洗3次，每次 3 rain。DAB显色 5 rain，达到要求颜色 

深度时，以蒸馏水／自来水终止显色，中性树胶封片。 

阴性对照用PBS代替一抗，其余步骤同上。iN()S免 

疫细胞化学阳性染色呈棕黄色或黄色。 

1．4．3 蛋白质免疫印迹法检测 iN()S蛋白表达：参 

照文献C63方法。细胞匀浆蛋白 100 g与等体积上 

样缓冲液混匀，沸水加热 5～10 rain使蛋白变性，冷 

却后用微量加样器上样于凝胶加样孔底部。凝胶所 

加电压为 8 V／cm，当染料前沿进入分离胶 后，电压 

提高到 15 V／cm，继续电泳直至溴酚蓝到达分离胶 

底部(约需 4 h)。凝胶切角以标注凝胶的方位，置于 

转移缓冲液平衡。用去离子水和转移缓冲液浸泡硝 

酸纤维素膜和滤纸。在转移盘上逐层放置 3张滤纸、 

硝酸纤维素膜、凝胶和 3张滤纸，确保各层对齐并不 

留气泡，将其放入转移盘中，凝胶侧为负极，膜侧为 

正极，电转移 1．5～2．0 h。凝胶染色以检查蛋白转 

移效果。滤膜用丽春红S染色 5～10 rain，显现蛋白 

带，切去蛋白 Marker区带以及包含目的蛋白的滤 
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膜，于室温用去离子水漂洗硝酸纤维素滤膜，其间换 

水数次．置于含有质量分数为 5 的脱脂奶粉封闭 

液中，平缓摇动 1～2 h，0．05 mol／I PBS(pH 7．6) 

漂洗，1：1OO稀释的一抗加于滤膜蛋白面上，4℃ 

封闭孵育过夜。一抗孵育完毕后，用 0．01 mol／I 

PBS(pH 7．4)漂洗滤膜 3次，每次 3 min，其间置于 

摇床上平缓摇动。将滤膜转移至另一个封接杂交袋 

中，加入 1：1 000稀释的二抗，封闭后将滤膜平放 

在摇床上平缓摇动，37 C孵育 1 h。二抗孵育完毕 

后，用 0．01 mol／I PBS(pH 7．4)漂洗滤膜 4次，前 

3次每次用时 10 min，最后一次用时 5 min，其问置 

于摇床上平缓摇动。将漂洗完毕的滤膜置于 DAB 

工作液中浸泡显色 5～10 min，当蛋白带的颜色深 

度达到要求时，以蒸馏水漂洗，终止反应。用数码照 

相机拍摄滤膜照片，记录实验结果。 

1．5 统计学分析：数据用均数±标准差(z± )表 

示，采用SPSS 11．5软件进行方差分析和两两比较， 

P<O．05为差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 LPS对 ECV一304细胞 N0含量、N0S活性 

及iNOS蛋白表达的影响(图 1～5，彩色插页图 6)： 

1 mg／I LPS处理细胞 2、4、8、16和 24 h，细胞培养 

液上清中 NO含量明显升高，N0S活性亦明显增 

强；0．01～1 mg／L LPS处理 ECV一304细胞 16 h， 

细胞培养液上清中NO含量明显升高，NOS活性亦 

明显增强，各浓度 LPS处理 ECV一304细胞的 NO 

含量和 NOS活性与对照组比较差异均有显著性 

(P<0．05或 P<O．O1)。对照组iNOS蛋白几乎没有 

表达或表达量极少；0．1 mg／L LPS处理细胞16 h， 

iNOS表达明显上调，主要分布于细胞浆。 

注：与对照组比较： P<O．05，～ P<O．01 

圈1 1 mg／LLPS处理 ECV一304细胞不同时间NO含量的变化 

Figure 1 Changes of NO content in ECV一304 exposed 

to 1 mg／L LPS for different time 

LPS处理时间(h) 

注：与对 照组比较： <0．05。一 P<0．01 

图 2 1 mg／LLPS处理ECV一304细胞不同时闻NOS活性变化 

Figure 2 Changes of NOS content in ECV一304 exposed 

to l mg／I LPS for different time 

注：与对照组比较；一 <O．01 

图 3 不同剂量LPS处理 ECV一304细胞 16 h对 NO含量的影响 

Figure 3 Effects of different dose of LPS incubation 

rnr l6 hous on NO eontentdifferent time 

往 ：与对照组 比较 ：一 』 <0-01 

图4 不同剂量LPS处理ECV一304细胞 16 h对 NOS活性的影响 

Figure 4 Effects of different dose of LPS incubation 

for l6 hous on NOS~ontentdifferent time 

2．2 CCK一8对 ECV一304细胞 NO含量．NOS活 

性及 iNOS蛋白表达的影响(图 5，彩色插页图 6， 

图 7，图 8)：10 mol／L CCK 8处理细胞 16 h，NO 

含量、NOS活性无明显变化，与对照组比较差异均 

嚣  } } i  彰  《  ：  ；  0 }  ‰ 靛 ；  ；  } ．；  B i  ：．1 0 } }  {  H #E ． 
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无显著性(P均>O．05)。与对照组比较，10 mol／L 

CCK一8处理细胞 16 h iNOS蛋白表达略微上调， 

细胞定位没有变化 

A B C D 

A；对照组 ；B,CCK一8组 fC：I PS组 fI)：I,PS+CCK一8组 

田5 蛋白质免疫印迹法检测备组 16 h时 

ECV一304细胞 iNOS蛋白裹达 

Figure 5 Expression by western blotting of iNOS protein 

in each group at 16 hours in ECV一304 
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洼：与对照组比较：一 ，】<O．01；与LPS组比较：△ P<0．01 

田8 不同剂量 CCK一8对 LPS处理 ECV 304细胞 NOS活性的影响 

Figure 8 Effects of different dose of CCK 一8 incubation 

for 16 hours on NOS content in ECV 一304 exposed to LPS 
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2·3 CCK一8和 LPS对ECV一304细胞 NO含量、 

NOS活性及 iNOS蛋白表达的影响(图5，彩色插页 

图 6，图 7，图 8)：10。。。、l0 和 l0一 mol／I CCK一8 

与 0．1 mg／L LPS共同处理细胞 l6 h，NO含量降 

低，与 0．1 mg／L LPS处理时比较差异均有显著性 

(尸均d0．01)，而与对照组比较差异则均无显著性 

(尸均>O．05)；NOS活性与 0．1 mg／I LPS处理时 

比较均明显降低(尸均<0．01)，与对照组比较均明 

显增高(P均<0．01)；iNOS蛋白表达比I PS组明 

显降低，但高于对照组。 

3 讨 论 

本实验中以人脐静脉内皮细胞株 ECV一304细 

胞为靶细胞，首次在培养的血管内皮细胞中观察了 

CCK 一8对 LPS诱导 ECV 一304细胞 iNOS表达 、 

NOS活性及 NO生成变化的影响。结果 1 mg／L 

LPS作用 2～24 h，内皮细胞 NO生成量明显增多， 

总 NOS活性明显增强，均呈现时间依赖性。在作用 

16 h时间点，当 LPS浓度逐渐增加时，ECV一304 

细胞 NO生成量显著增加、NOS活性明显增强，具 

有浓度依赖性效应。同时，血管内皮细胞iNOS蛋白 

表达明显上调，表明 iNOS大量诱生是本阶段 NO 

生成增多的主要因素。 

单纯加入 CCK一8作用于静息 ECV一304细胞 

时，NO生成量和 NOS活性与对照组比较无明显变 

化，说明 CCK一8本身对静息状态下的ECV一304 

细胞 NO生成可能没有明显影响。CCK一8与 LPS 

同时作用于ECV一304细胞 l6 h后，血管内皮细胞 

NO生成量与单纯 LPS作用时比较明显减少。与对 

照组比较没有明显变化；而 NOS活性明显降低，与 

对照组比较却明显增加；同时，iNOS蛋白表达明显 

减少。结果提示，CCK一8可抑制LPS长时间刺激血 

管内皮细胞诱导的 iNOs蛋白表达上调，这可能是 

NOS活性降低、No生成减少的重要原因。研究证 

实，在 iNOS基因上游的调控区有核转录因子 B 

(NF—xB)结合域  ̈，LPS通过诱导 NF xB活化、 

向核内移位，引起 iNOS基因表达上调∽ 。NF— B 

为有多向性转录调节的蛋白因子，能与多种炎症介 

质基因启动子部位 B位点发生特异性结合，并增 

强基因转录凹㈨ 。我们以往的研究发现，CCK一8可 

抑制LPS诱导 ECV一304细胞 NF—xB表达上调， 

抑制内毒素血症肺组织 NF— B活化与向核内移 

位⋯ ，这可能是 CCK 8抑制 LPS诱导 ECV一304 

细胞iNOS蛋白表达上调及 NO生成增多的重要分 

子机制。应当注意，CCK一8对 LPS诱导血管内皮细 

如 M 抽 M 6 4 0 

一 ＼ 尝掣挈{∞0z 
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胞 NOS活性增强呈部分抑制作用，而且抑制程度 

不如对 NO生成的抑制效应明显，提示 CCK一8对 

I PS诱导血管内皮细胞 NO生成的调节作用可能 

还有其他途径，如 CCK一8可能对细胞精氨酸酶和 

超氧化物歧化酶(SOD)活性有调节作用，可以改善 

NOS底物代谢或者 NO的生物学效应。以往研究发 

现，CCK一8降低内毒素休克血管壁 NOS活性、减 

少 NO生成量，这与本研究中CCK 8抑制 LPS诱 

导血管内皮细胞iN0S蛋白表达上调一致。 

综上所述，CCK一8可明显抑制 LPS引起血管 

内皮细胞 iNOS蛋白表达上调、减少 NO生成，这可 

能是 CCK一8减少 NO衍生强效氧化剂和硝基化因 

子如过氧亚硝基阴离子的生成  ̈，发挥 CCK一8保 

护作用、抑制血管内皮细胞凋亡的机制之一。 
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血液灌流串联血液透析救治 1例中草药中毒致严重肝肾功能衰竭 

江琼桂 梁细妹 周梅芳 张月玲 

【关键词】 血液灌流； 血液透析； 中毒； 肝功能衰竭 ； 肾功能衰竭 

血液灌流(HP)与血液透析(HD)串 

联是通过吸附和透析的原理，直接从血 

液中清除药物或毒性 ，操作简便，疗效明 

显。我科 2005年 5月用 HP串联HD治 

疗 1例 中草药中毒致严重肝、肾功能衰 

竭患者，报告如下。 

l 临床资料 

1．1 病历简介：患者男性，52岁。因自 

服中草药后出现腹痛、腹胀，伴恶心、呕 

吐、少尿，并逐渐出现黄疸、凝血功能障 

碍以及肝、肾功能衰竭而入院。。肾功能： 

尿素氮 (BUN)23．4 mmol／I 肌酐(Cr) 

1 120 t~mol／I ；肝功能 ：丙氨 酸转氨酶 

(AI T)401 u／i 、天 冬 氨 酸 转 氨 酶 

(AsT)125 U／I ；凝血功能：凝血酶原时 

作者单位：529030 广东省江门市中心 

医院 

作者简介：江琼桂(1969一)，女(汉族)， 

广东 台山人 。主管护师 

间(PT)18．4 s，活化部分凝血活酶时间 

(APTT)44．5 s，胆红索 375／zmol／i 。入 

院后予 HP串联 HD．每次灌流 2．5 h； 

HD 4 h，隔 日 1次；配合对症支持治疗。 

共治疗 5次，患者临床症状有明显改善 ， 

尿量增加 ，各项检测指标均明显降低，住 

院 18 d出院 

1．2 操作方法：用费森尤斯 4008S透析 

机、HA330一Ⅱ型树脂灌流器、低通量聚 

砜膜透析器 (Lops 1．5)，Arrow(USA) 

1 6 cm锁骨下双腔静脉导管建立临时动 

静脉通路 ，实施 HP串联 HD。 

2 体 会 

2．1 治疗前准备：按操作规程准备灌流 

器和透析器。上机前及治疗过程中必须 

严密监测生命体征变化，同时准备好急 

救物品及药品。本病例用低分子肝素作 

为抗凝剂。首剂 0．4 ml，考虑患者有凝血 

功能障碍，没有使用追加量；治疗结束时 

按医嘱予以鱼精蛋白30 mg中和肝素。 

2．2 注意事项 ：严格无菌操作，双腔导 

管处每日换药，防止因感染、发热而加重 

病情。严密监测生命体征变化，预见是否 

有危险发生，及时采取相应措施进行预 

防和救治。为防止患者因血容量急剧减 

少而引起的低血压，最好在上机时给予 

预冲量，或引血时予质量分数为 25％的 

葡萄糖 250 ml从动脉端小枕处输入 ，补 

充血容量。因该患者凝血功能障碍，所以 

在治疗过程中肝素没有使用追加量，但 

应注意观察透析器及灌流器的血液颜色 

有否加深，体外循环导管阻力是否增大。 

跨膜压与静脉压增大较快均提示有凝血 

发生，应及时输入生理盐水或使用追加 

量肝素，以确保治疗顺利完成。注意回血 

的技巧，并处理好双腔导管封管。 

(收稿日期：2005—11—20) 

(本文编辑：李银平) 
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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 

m3 致伤组伤后3 h凋亡细朐 (TUNEL x400) 圈4皴伤组伤后48 h肾组织捕理学变化 (HE
． x10O) 

Figure 3 Apoptosis cellininju rygroup Figu re 4 Pathological change f renaltissueintnlury gtPup 

3 hours atter miury(TUNEL．×400) 48 hou rs after Iniu ry(HE．x 100) 

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 
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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 

、 I I TMI1M c 一4(i00)．1={： I。l llM 0 l IItll 

围1 电镀下PBMCs(醋融铀一丰衄椿吐铅) 

Figu re1 PBMCs underelelronmic roscope 

hl ranylacetale and lead cit rate dOLlI31~slaining) 

：．． ： lJ! l 
^： PRM C 一  ̈ l l{、1C 

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 

fDAB．x200) 

lt5 10O u g／L LPS~IIJ激1 h心肌细胞 田6 1O0 u g／L LPS+PTX 2OOma／L共同作用1 h 

NF—K B p65表达 (DAB．×200) 心肌细胞NF—K B pB5采这(DAB．x2001 
Figu re 5 Expression of NF—K B p65 In myocytes Figure 6 Expression of NF—K B p65 in 

at1 hou rinduced by10O u g／L of LPS myocytes at1 hou rinduced by10O u gtL 

IDAB．x200) LPS+PTX 200mglL cDAB．×gO0) 
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