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八肽胆囊收缩素对脂多糖攻击小鼠 

抗炎症细胞因子表达的影响 

倪志宇 闰玉仙 丛军 徐锦荣 高峰 李淑瑾 马春玲 丛斌 

【摘要】 目的 观察脂多糖(LPS)攻击小鼠白细胞介素一4(IL一4)、IL一1O的动态变化规律，以及八肽胆 

囊收缩素(CCK一8)对其表达的影响。方法 随机将小鼠分组，每组 7只。腹腔注射 LPS 10 mg／kg，于攻击后 

0、2、4、6和 12 h检测血清、肺组织 IL一4和IL一6表达高峰的时间。对照组腹腔注射生理盐水 0．2 ml；LPS组 

腹腔注射 LPS 10 mg／kg；LPS+CCK一8组在注射 LPS前 30 rain腹腔注射 CCK一8 60~g／kg；CCK一8组腹 

腔注射 CCK一8 60~g／kg。用酶联免疫吸附法(ELISA)及逆转录一聚合酶链反应(PT—PCR)方法检测各组小 

鼠血清和肺组织中IL一4、IL一10的含量及其 mRNA的表达情况。结果 LPS攻击后 2 h血清及肺组织 

IL一4、IL一6均显著升高，血清IL一4、IL一6于 4 h和 6 h达高峰；肺组织 IL一4、IL一6则均于 6 h达高峰。说 

明 LPS攻击可使小鼠血清及肺组织中IL一4、IL一1O的蛋白及 mRNA表达均增加；预先注入 CCK一8可使 

IL一4和 IU一10的蛋白以及 mRNA表达均进一步增加(P均<O．01)；而单独注射 CCK一8对血清、肺组织 

IL一4、IL一1O的表达无明显影响。结论 CCK一8可能通过进一步增加 LPS攻击小鼠IL一4、IL一1O的表达参 

与抗炎反应过程 ，从 而减轻 LPS引起 的肺组织炎症反应 。 
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【Abstract】 Objective To observe the effects of cholecystokinin octapeptide (CCK 一8)on the 

expression of anti—inflammatory cytokines interleukin一4 (IL一4)and IL一10 in 1ipopo1ysaccharide (LPS) 

challenged mice． Methods Kunming mice were randomly assigned into four groups(each n： 7)： 

)Intraperitionea1 injection of LPS(1O mg／kg)，and the times of peak level of IL一4 and IL一6 expression in 

serum and lung tissue were noted at 0，2，4， 6 and 12 hours after challenge． ② Control group 

(intraperitionea1 injection of normal saline 0．2 m1)．⑧LPS+CCK一8 group(intraperitionea1 injection of 

CCK一8 60 t~g／kg 30 minutes before giving LPS)．④CCK一8 group(intraperitioneal injection injection 

CCK一8 60 t~g／kg)at different time points．The expressions of IL一4 and IL一10 in the serum and lung 

tissues were assayed by enzyme 1inked immunoadsorbent assay (ELISA ) and reverse transcription — 

polymerase chain reaction (RT —PCR)．Results Two hours after LPS challenge，IL 一4 and IL 一6 were 

increased significantly in serum and 1ung tissue．At 4 hours and 6 hours，serum IL一4 and IL一6 reached their 

peak 1evels，while in 1ung tissue they reached their peak 1evels at 6 hours．Pre—treatment of CCK 一8 

augmented IL 一4 and IL 一1 0 expressions in LPS challenged mice (both P<：0．01)．But single CCK 一8 

injection showed no significant effect on IL一4 and IL一10 in serum and lung tissue．Conclusion CCK一8 is 

involved in the anti～inflammatory response by increasing the expressions of IL一4，IL一10 in LPS challenged 

mice，and in turn it alleviates the inflammatory response in lung tissue． 
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机体在释放促炎症细胞因子的同时，亦可分泌抗炎 

症细胞因子以维持机体内环境的稳定“ 。白细胞介 

素一4(IL一4)、IL一10即为强有力的抗炎症细胞因 

子，它们在炎症的发生发展过程中主要起抗炎和免 

疫调节作用。 。八肽胆囊收缩素(CCK一8)属小分子 

肽类物质，参与调节中枢神经、内分泌、免疫等多系 

统机能活动。本实验室对CCK一8的系列研究表明， 

CCK一8具有抗内毒素休克(ES)作用，可通过抑制 

脂多糖(LPS)诱导的血管内皮细胞核转录因子一．cB 
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(NF—IcB)及诱生型一氧化氮合酶(iNOS)表达上 

调，从而抑制过量生成的 NO及其衍生物过氧亚硝 

基阴离子而发挥抗 ES的作用。 。在ES大鼠肺组 

织及肺间质巨噬细胞，CCK一8可抑制 LPS诱导的 

CD14、Toll样受体4(TLR4)的表达及NF—xB的活 

性，并抑制肿瘤坏死因子一a(TNF—a)、IL一1 的表 

达而发挥抗炎作用 咱 。但 CCK一8对ES时 IL一4、 

IL一10等抗炎症细胞因子的调控目前尚未见报道。 

本实验主要观察 LPS攻击小鼠的血清、肺脏IL一4、 

IL—lO含量的动态变化以及 CCK一8对其表达的 

影响，以探讨 CCK一8是否通过调控抗炎症细胞因 

子的表达而发挥抗炎作用。 

1 材料与方法 

1．1 主要 试剂 ：大肠 杆菌 E．Coli Oll1：B4 LPS、 

硫酸化 CCK 一8为 美 国 Sigma公 司产 品；小 鼠 

IL一4、IL一1O酶联免疫吸附法(ELISA)试剂盒分别 

为美 国 PIERCE公 司及法 国 Diaclone公 司产 品； 

IL一6引物由北京赛百盛生物公司合成； 一肌动蛋 

白( —actin)、IL一4、IL一1O引物由上海 Sangon公 

司合成。 

1．2 实验分组：雄性昆明小 鼠 ll9只，体重 18～ 

22 g，由河北省实验动物中心提供。按随机数字表法 

分组，每组 7只。分别于腹腔注射 LPS 10 mg／kg攻 

击后 0、2、4、6和 12 h检测各细胞因子的表达高峰 

值。检测 CCK一8对 LPS攻击小 鼠IL一4、IL一10表 

达的作用，在同一时间点分为 4组：①对照组：腹腔 

注射生理盐水 0．2 ml；②LPS组：腹腔注射 LPS 

10 mg／kg；③LPS+CCK一8组：腹腔注射 LPS前 

30 min腹腔注射 CCK一8 60 ug／kg；@CCK一8组： 

腹腔注射CCK一8 60 t~g／kg。 

1．3 血清及肺脏 中各细胞因子的测定 ：按时间点摘 

除眼球取血，离心收集血清，并迅速摘取肺脏。将肺 

组织标本置于液氮中(左肺提取 RNA、右肺测量细 

胞因子)、血清样本存于一8O℃待分析。冻存的组织 

标本称重后于 4℃下用磷酸盐缓冲液 (PBS)进行匀 

浆[含 1 mmol／L苯甲基磺酰氟(PMSF)，1 mg／L胃 

蛋 白酶抑 制剂 A，1 mg／L抑肽酶 ，1 mg／L亮抑肽 

酶，5 g／L Triton X 一100，pH 7．2]，15 000 r／min 

(离心半径4．5 em)离心10 min。使用ELISA分析血 

清及组织上清中IL一4、IL一1O浓度，操作按试剂盒 

说明书进行。 

1．4 逆转录一聚合酶链反应 (RT—PCR)法检测 

IL一4、IL一10的 mRNA 表达 ：用 TRIzol Reagent 

提取组织总 RNA。取 4．0 g总 RNA，65℃变性 

5 min，逆转录酶42℃逆转录 30 min，合成 cDNA。 

取 5 tA cDNA，依次加入 10×PCR缓冲液，上、下 

游引物各 50 pmol，dNTP 0．2 mmol／L，MgC12 

2．0 mmol／L，Taq DNA polymerase 1 U；以下列条 

件进行扩增 ：94℃ 3 min，94℃ 45 S，51．3℃ 45 S 

(IL一10)，55℃ 45 S(IL一4、 —actin)，72℃ 45 S， 

进行 3O次循环后进一步延伸 72℃ 5 min。 

根据 Genebank中 IL一4、IL一10的 cDNA 序 

列，用引物设计软件 Primer5设计特异性引物，序列 

见表 l。 

表 1 IL一4、IL一10的cDNA序列特异性引物设计 

Table 1 Primer design of IL — 4 and IL ——10 cDNA 

指标 }『物序列 序列号 扩增长度 

扩增产物经质量分数为 1．8 的琼脂糖凝胶电 

泳。用Gel—pro凝胶分析软件对电泳谱带进行半定 

量分析，用任意单位(AU)表示凝胶谱带的面积× 

荧光强度值，各细胞因子与 —actin的AU 比值代 

表各 mRNA相对表达水平 。 

1．5 统计学分析：采用 SPSS统计分析软件，数据 

用均数±标准差( ±5)表示，各组均数比较行单因 

素方差分析(ANOVA)，用最小显著差法(LSD)进 

行两两比较，P<0．05为差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 LPS攻击小 鼠血清及肺组织 IL一4和 IL一1O 

表达高峰(表 2)：LPS攻击后 2 h各组血清及肺组 

织 IL一4、IL一10均显著升高；血清中IL一4、IL一10 

表达于 4 h和 6 h达高峰，肺组织中表达则均于 6 h 

达高峰；血清和肺组织 IL一4、IL一10表达高峰时间 

点浓度与其他时间点 比较差异均有统计学意义 

(P<O．05或 P<0．01)。 

2．2 CCK 一8对 LPS攻击小 鼠血清及 肺组织 中 

IL一4、IL一10表达 的影响(表 3，表 4)：CCK一8预 

处理(LPS+CCK一8组)可使血清和肺组织IL一4、 

IL一10浓度均较同时间点的 LPS组进一步升高 

(P均<O．01)，但升高幅度不同，其中：4 h和 12 h 

血清 IL一4浓度分别升高 59．7 和 35．1 (P均< 

0．01)，6 h和 12 h血清 IL一10浓度分别升高 

73．6 和 56．2 (P均<O．01)；6 h和 12 h肺组织 

IL一4浓 度分别 升高 40．8 和 24．O (P 均< 
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0．01)，6 h和 12 h肺组织 IL一10浓度分别升高 

45．9 和27．0 (P均<0．01)。单独注射CCK一8 

而对血清和肺组织 IL一4、IL一10的表达均无明显 

影响。 

表 2 LPS不同时间攻 击小 鼠血清 、肺组织 IL一4、 

IL一1O含量的变化 ( ±S，，l一7) 

Table 2 Change of the contents of IL 一4，IL 一10 

in the serum and lung of LPS challenged mice at 

different time points( ±s，，l一7) ng／L 

注 与LPS 0 h组比较： P<0．01；与LPS 4 h组比较：QP<0．05， 

Ap< 0．01}与 LPS 6 h组 比较： P<0．05， 尸<0．01； 

⋯ 为未发现 

表 3 CCK一8对 LPS攻击小 鼠血清 IL～4、 

IL一1O含量的影响 ( ±S，，l一7) 

Table 3 Effects of CCK 一8 on contents of IL一4， 

IL 一10 in the serum of LPS challenged 

mice( ±S，n一7) ng／L 

注：与对照组 比较； P<0．O1；与 LPS组 比较；Ap<0．01； 

⋯ 为未发现 

表 4 CCK一8对 LPS攻击小鼠肺组织 IL一4、 

IL一1O含量的影响( ±S，n一7) 

Table 4 Effects of CCK一8 on contents of IL一4， 

IL 一10 in the lung of LPS challenged 

mice(xis。，l一7) ng／L 

注：与对照组 比较： P<0．O1；与 LPS组 比较： P<0．01； 

⋯ 为未发现 

2．3 CCK一8对 LPS攻击小 鼠肺组织 IL一4 

mRNA和IL一10 mRNA表达的影响(图 1，图 2)： 

对照组及 CCK一8组均表达少量 IL一4 mRNA和 

IL一10 mRNA。注射 LPS 6 h后 ，肺组织 IL一4和 

IL一10的 mRNA表达均显著升高(P均<0．01)； 

CCK一8预处 理 可 使肺 组 织 IL一4和 IL一10的 

mRNA表达较 LPS组进一步升高(P均<0．01)。 

M l 2 3 4 
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M ：Marker；1：对照组 ；2：LPS组 ；3：LPS+CCK一8组 ；4：CCK一8组 

图 1 RT—PCR检测 CCK一8对LPS攻击小鼠肺组织 

lL一4 mRNA和 lL一10 mRNA表达的影响 

Figure 1 Expressions of 1L ——4 and 1L ——10 mRNA increased by 

CCK — 8 in the lung of LPS challenged m ice detected by RT ——PCR 
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本研究发现，LPS刺激可诱导小鼠血清及肺组 目前，SIRS与 CARS的防治仍然是困扰医务 

织IL一4、IL一1O的表达，说明抗炎介质参与了炎症 工作者的难题。CCK一8通过抑制促炎症细胞因子， 

反应过程。而预先注入CCK一8可使 LPS攻击小鼠 同时激活抗炎症细胞因子的表达而抑制过度的炎症 

血清及肺组织IL一4、IL一1O的表达进一步增加。结 反应，提示我们在一些急、慢性炎症相关性疾病的治 

合前期的系列研究我们认为，CCK一8通过抑制促 疗中，CCK～8可能是一种潜在有效的治疗因子。 

炎症细胞因子 、促进 IL一4、IL一1O等抗炎症细 参考文献： 
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转录水平。 13 Yoshida S·Monocyte HLA—DR expression as predictors of 

本研究显示，各细胞因子在LPS攻击小鼠血清 ： 2 ；8f1o—r 2p2a8t4ie
．

小 with 。印 叫 Nipp h。’ 

及肺组织表达高峰的时间、量及 CCK一8对其影响 14 Pitt t J F，M 。k 。i R C，M ti T R．et 1．Bi。1。gi。 1 k 。 

程度并不一致。结合细胞因子的生物学特性并分析 of acute lu“g Injury：progn0stIc and pathogenetic significance 

二者不平行的原因⋯ ，我们认为，肺组织炎症介质 u1 A ； 11949 ,修15回5(日4)期：1 187。 -一1 
水平与肺的损伤程度具有更好的相关性。 (本文编辑．李银平) 

一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 ， ， ， ， ， ， ， ， ， ， ， ， ， ， ， ， ， ， ， ， ， ， ， ，

，，，，，，，，，，、 

i 更正：本刊2007年第9期第568页发表的“压力支持非浸入性正压通气治疗急性心源性肺水肿”一文1．1一般资料 ： 
：中，“选择由心源性肺儿肿导致的急性呼吸衰竭患者22例，均进行气管插管机械通气治疗。”应该为“选择22例由心源性 i 
肺水肿导致的急性呼吸衰竭、需进行气管插管治疗患者”。对由于编校失误给作者和读者造成的影响表示歉意。 ： 
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